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1. UVOD

Glukokortikoidy jsou hlavnimi steroidnimi hormony klry nadledvin, které v lidském organismu zasahuiji
do Sirokého spekira fyziologickych pochodd. Hraji kli€ovou Ulohu v metabolismu sacharid(i, aminoky-
selin, pomahaji pfi regulaci krevniho tlaku, moduluiji stresovou a zanétlivou reakci organismu a uplat-
Auji se v celé fadé dalSich procest (- Diky svému silnému imunosupresivnimu a antiproliferaénimu
ucinku se glukokortikoidy efektivné vyuzivaji pfi lé¢bé mnoha zanétlivych, autoimunitnich a nadorovych

onemocnéni a u mnoha dalSich chorob.

Biologicka aktivita glukokortikoidli nezavisi pouze na davce, hustoté jejich receptorli a responsibilité
cilovych bunék, ale také na jejich lokalnim metabolismu, ktery diky své prereceptorové regulaci modu-

luje koncentraci glukokortikoidl v cilové tkani a burikach.

Klicovym enzymem prereceptorové modulace glukokortikoidnich signald je enzym 11p-hydroxysteroid-
dehydrogenasa (11BHSD), ktera se vyskytuje minimalné ve dvou typech lisicich se svymi biochemic-

kymi vlastnostmi, genovou lokalizaci a tkariovou distribuci.

Tento enzym katalyzuje oxidaci biologicky aktivnich glukokortikoidl (kortisol, kortikosteron) na jejich
neaktivni 11-oxo metabolity (kortison, 11-dehydrokortikosteron) nebo v zavislosti na reakénich podmin-
kach a typu 11BHSD redukci 11-oxo derivatu na aktivni glukokortikoid. Jinymi slovy vysledné plsobeni
glukokortikoidl ve tkani je tak ovlivnéno i enzymem 11BHSD, ktery nezavisle na plazmatické koncen-

traci steroidu miZe zesilit nebo zeslabit steroidni signal.

Vzhledem k tomu, ze se glukokortikoidy uplatiiuji v celé fadé fyziologickych a patofyziologickych pro-
cesU, narstad v poslednich dvou desetiletich zajem o problematiku prereceptorového metabolismu
kortikosteroidnich hormont s cilem uréit jeho roli v patofyziologickych procesech a vyvinout specifické

inhibitory jednotlivych typ 11BHSD tak, aby mohly byt pouzity jako farmaka.

Je zndmo, ze glukokortikoidy vyrazné ovliviuji funkci imunitniho systému a proces tumorogeneze.
Nespecifické stfevni zanéty a stfevni karcinomy patfi k onemocnénim, v jejichz 16¢bé se s efektem
vyuziva terapie kortikoidy. Vzhledem k tomu, Ze dosud nebyl podrobnéji prostudovan prereceptorovy
metabolismus kortikoidd u téchto chorob, bylo cilem této prace objasnit, zda u obou onemocnéni nedo-
chazi k eventuelni alteraci lokalniho metabolismu kortikosteroidd, ktera by tak mohla pfispivat

k patofyziologii obou chorob.




2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Glukokortikoidy

Glukokortikoidy jsou steroidni hormony cirkadialné produkované nadledvinami, i kdyZz byla popsana
i jejich extraadrenalni syntéza. Substratem extraadrenalni syntézy glukokortikoidli je bud cholesterol
nebo nékteré plazmatické steroidni prekurzory, av8ak tato syntéza prakticky neovliviiuje celkovou
plazmatickou hladinu kortikosteroid(i, spiSe se spekuluje o moznych parakrinnich a autokrinnich

ucincich 3,

Sekrece glukokortikoidl ovliviuiji Cetné faktory jak zevniho tak vnitfniho prostiedi, vyrazné se podili

napf. trauma, infekt, stres, psychicka a fyzicka zatéz (),

Glukokortikoidy maji Siroké spekirum Gc¢inkd vzhledem ktomu, ze jejich plsobeni v organismu
ovliviuje vétSinu bunék v téle a pfispivaji k homeostaze organismu. Hlavni metabolické disledky at uz
vnitiné produkovanych nebo zevné aplikovanych kortikoid( jsou zpUsobeny jejich pfimymi ucinky na

buriky.

PrestoZe je velka ¢ast hormonalnich ucinkd kortikoidd zavisla na jejich plazmatické koncentraci a zesi-
luje se po jejich podani, mnohé fyziologické pochody nejsou po vétSim mnozstvi kortikoidu dale stimu-

lovany, hovofime o tzv. permisivnim plsobeni.

K nejdulezitéjSim metabolickym uginkim kortikoid( patfi stimulace glukoneogeneze a glykogeneze
a potenciace pfijmu aminokyselin jatry a ledvinami. V tukové tkani inhibuji pfijem glukosy, coz stimulu-
je lipolyzu, avSak zvySena sekrece insulinu vede v zavéru k lipogenezi. Ve svalech stimuluji katabolis-

mus proteinQ, coz vede k uvolnéni aminokyselin do cirkulace jako potenciélni zdroj glukosy pro CNS.

Glukokortikoidy disponuji i ¢etnymi katabolickymi G¢inky, které realizuji pfedevsim v kizi, tukové, poji-
vové, lymfatické, kostni a svalové tkéni. Tyto ucinky dobfe demonstruji pacienti s Cushingovym syn-
dromem nebo dlouhodobé uZzivajici suprafyziologické davky kortikoidi. U déti se k témto symptomim

jesté pridava alterace rlstu, kterou nelze ovlivnit aplikaci ristového hormonu.

Glukokortikoidy vyrazné plsobi i na CNS, kde ovliviuji chovani (pozitivni supresni dexamethasonovy
test u nékterych depresivnich onemocnéni), paméti (zvySeny pocet GR v CNS u pacientli s demenci),
spanku (snizeni hladiny kortikoid( zpomaluje na EEG a-rytmus). Glukokortikoidy dale snizuji vylu¢o-
vani ACTH a beta-lipotropinu z hypofyzy, TSH a FSH z hypothalamu. V gastrointestinalnim traktu

podporuji tvorbu HCI a pepsinu, coz byva Castou pfiCinou Zalude¢ni lézi a krvaceni ze zaludeéni




sliznice. Ovliviuji absorbci tuku a negativné plsobi na absorbci vapniku. Nezanedbatelny je jejich viiv
na hematopoeticky systém, kde zvySuji pocet neutrofill, erytrocytl a trombocytl v periferni krvi. V uro-
poetickém systému se nedostatek kortikoid(i projevi predevsim jako porucha glomerulami filtrace,
v jejimz dusledku nejsou ledviny schopny dostateéné vyluCovat vodni zatéz. Dilezitou tlohu hraji korti-
koidy v prGbé&hu maturace plodu, prenatainé ovliviiuji dozravani struktur plicniho parenchymu a tvorbu

surfaktantu.

Je patrné, Ze glukokortikoidy zasahuji do Sirokého spektra fyziologickych reakci v organismu, nicméné
se zaroven podili i na riznych patofyziologickych procesech, které souvisi se vznikem riznych meta-
bolickych onemocnéni a dalSich chorob ©). To Ze maji glukokortikoidy takto Siroké spekrum pusobnosti
nejlépe dokladaji poruchy a onemocnéni, pfi nichZ je glukokortikoid( nadbytek a nebo naopak nedos-
tatek.

U lidi je hlavnim glukokortikoidem kortisol. Sekrece kortisolu a jeho metabolismus jsou obezfetné
regulovany tak, aby byla udrZzovana jeho poZadovana hladina v krvi. Zvy$enou potfebu kortisolu dopro-
vazi zvySeni sekrece CRH s ACTH a nasledné tak kortisolu, coz je kompenzacni mechanismus, ktery
umozfuje udrzovat jeho pozadovanou hladinu v krvi. Metabolismus kortisolu tak hraje kliCovou Ulohu

v aktivité hypotalamo- hypofyzarni osy ©.

90 % kortisolu je v krvi vdzéno, pfedevsim na a2-globulin — CBG (cortisol binding globulin), avak pou-
ze volna frakce je biologicky aktivni (). Jinak je tomu u kortisonu, ktery se v plazmé vyskytuje prede-

v8im nevazany a ma moznost voIné vstupovat do bunék ©9),

Obecnym mechanismem plsobeni steroidnich hormond, a tedy i glukokortikoidd, v burice je jejich vaz-
ba na odpovidajici cytoplazmaticky receptorovy protein s naslednym odpoutanim inhibi¢nich bilkovin
(heat shock proteins, HSP — v pfipadé glukokortikoidu jsou to HSP 90). Tento hormon-receptorovy
komplex dimerizuje, je translokovan do bunééného jadra, kde se vaZe na odpovidajici gen a indukuje

nebo potlacuje transkripci (19). Cely tento mechanismus je nazyvan trans-aktivace (''.1213), viz obr. 2.1.1.

Intracelularné jsou glukokortikoidy ligandy pro glukokortikoidni receptory (GR). GR patfi do superrodi-
ny intracelularnich receptor(, jejichz ligandy aktivuji transkripéni faktory (4. Glukokortikoidni receptory
jsou produkty GR genu a diky rozdinému startovacimu exonu (exon 9a. a 9B) odliSujeme i dva podtypy
téchto receptort GRa. a GRp. Tyto receptory se tkafové odliSuji v mnoha aspektech jak kvantitativné
tak kvalitativné. Zastoupeni téchto receptord hraje dlleZitou Ulohu pfi odpovédi na Iécbu glukokortikoi-
dy u chorob jako je napf. revmatoidni artritis, renalni forma lupus erytematodes nebo chronicka lymfa-

ticka leukémie. Zatimco pacienti s pfevazujicim zastoupenim GRa. v perifernich monocytech vykazuji




dobrou odpovéd na terapii kortikoidy, pacienti se zvySenym zastoupenim GRp byli k 1é¢bé glukokorti-

koidy rezistentni (5.
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Obr. 2.1.1. Mechanismus t¢inku steroidnich hormonu (pfevzato z S.Silbernagl, Atlas
fyziologie ¢lovéka, Praha, GRADA 2004; str.279)

Za kone¢né mnozstvi glukokortikoidu, které se navaZe a aktivuje jaderny receptor, zodpovida mimo
jiné i enzym 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa. Enzymy ze skupiny hydroxysteroiddehydrogenas
umoznuji steroidnim tkanim regulovat lokalni hladinu aktivniho steroidniho hormonu, ktery se pak
navaze a trans-aktivuje intracelularni receptor. Tento proces je zndm pod pojmem intrakrinni modu-
lace (16),

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa (11BHSD) hraje Ustfedni Ulohu v metabolismu kortisolu. Umozriuje
vzajemnou interkonverzi kortisolu a kortisonu a kontroluje tak mnoZstvi aktivniho glukokortikoidu nava-
zaného na glukokortikoidni receptor. Navic je schopna ochrafovat mineralokortikoidni receptor (MR)

pfed nadbytkem kortisolu. Plisobeni obou typl enzymi 11BHSD demonstruje obr. 2.1.2.

Jako prvni zenzymd 11BHSD byl stanoven typ 1. Jedna se o nizkoafinni, NADP(H)* dependentni
enzym, ktery je obousmérné aktivni, tedy ma moznost pracovat jako oxidasa i reduktasa (7. 11HSD1
vykazuje silnou expresi v glukokortikoidnich tkanich a usnadriuje vazbu glukokortikoidu na glukokorti-
koidni receptor tim, ze redukuje neaktivni 11-oxo derivaty na jejich aktivni 11-hydroxy formy vykazujici

vy$8i afinitu k receptoru nez 11-oxo derivaty.
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Obr. 2.1.2. Enzymatické psobeni obou typti enzymi 11BHSD na svych substratech, vzajemna interkonverze
aktivniho a neaktivniho glukokortikoidu (pfevzato N. Draper a P.M. Stewart, 113-Hydroxysteroid dehydrogenase
and the pre-receptor regulation of corticosteroid hormone action. Journal of Endocrinology 2005; 186, s.252)

Druhy typ 11BHSD byla isolovana zbunék ledvinnych sbérnych kanalki a ztrofoblastu. Ve

svych cilovych tkanich vyuziva 11BHSD2 jako kofaktor NAD*a ma pouze oxidasovou aktivitu (18),

Kortisol i kortison jsou dale metabolizovany 5o a 5B-reduktasou a 3a-hydroxysteroiddehydrogenasou,
coz vede k tvorbé koneénych produktl metabolismu kortisolu — tetrahydrokortisonu (THE), 5a-tetra-
hydrokortisolu (alloTHF) a 5@-tetrahydrokortisolu (THF). DalSi metabolity kortisolu mohou byt tvofeny
pfevazné v jaterni tkani. Kortisol a kortison mohou byt hydroxylovany v pozici 6 za tvorby 6B-hydroxy-
kortisolu. Dal$i metabolity mohou vznikat cestou 20B-oxoreduktasy, vedouci k tvorbé 20B3-dihydrokorti-

solu ©), viz obr. 2.1.3.

2.1.1. 11B-HYDROXYSTEROIDDEHYDROGENASY

11B-hydroxysteroiddehydrogenasy jsou souéasti superodiny alkoholdehydrogenas s kratkym fetéz-
cem. Do této superrodiny se fadi vice nez 100 rGznych enzym, které sdili asi 15-30% aminokyseli-

novou homologii.

Vyskytuji se dva rozdilné typy 11BHSD, 11BHSD1 a 11BHSD2. Oba typy enzymu sdili asi 21% homo-
logii a to pfedevSim v konzervativnich oblastech, které jsou spolecné ¢lenim superrodiny alkoholde-

hydrogenas s kratkym Fetézcem (19.20),
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Obr. 2.1.3. Prehled zakladnich krokd v metabolismu kortisolu (pfevzato z J.W.Tomlinson a P.M.
Stewart, Cortisol metabolism and the role of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase. Best Practise and
Research Clinical Endocrinology and Metabolism 2001; 15, s.63 )

Zakladni soucasti proteinu 113-hydroxysteroiddehydrogenas je nékolik neménnych oblasti, které urcuji
umisténi uvnitf endoplazmatického retikula, vazebné misto kofaktoru a katalytickou doménu. N-konco-
va doména je zodpovédna za ukotveni na endoplazmatickém retikulu a naléza se zde kofaktor-
vazebna doména. Vazebné misto pro kofaktor je tvofeno tzv. Rossmanovym zahybem @', Oby typy

11BHSD maji odliSnou genetickou lokalizaci svého enzymu (2223),

Tkanové specificka exprese obou typd enzym0 hraje duleZitou roli ve fyziologii kortikosteroidl diky své
schopnosti regulovat aktivaci glukokortikoidniho a mineralokortikoidniho receptoru. Mezi obéma typy

enzymU 11BHSD existuji Cetné rozdily , které jsou sumarizovany v tabulce 2.1.1.1. (24,

Tabulka 2.1.1.1. Srovnani obou typt 11BHSD

Kofaktor 11BHSD1 11BHSD2
NADPH/ NADP NAD*

Tkanova lokalizace Jatra, plice, ledviny, mozek, varlata, kolon, ledviny slinné Zlazy
lamina propria, tukova tkan

Km pro kortison uM rozsah nM rozsah

Aktivita Redukce, oxidace Oxidace

Pocet aminokyselin enzymu 292 405

Molekulova hmotnost 34 kDa 40 kDa

Chromozomalni lokalizace Chromozom 1 Chromozom 16

Velikost cDNA >20 kb cDNA 5.3 kb cDNA

Pocet exonll 6 5




2.1.1.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1

Enzym 11BHSD1 je glykoprotein, ktery byl poprvé izolovan z mikrosomalni frakce jater potkana (7).
Jeho molekulova hmotnost je 34 kDa a vykazuje expresi v mnoha tkanich, pfedevdim vSak v jtrech,
plicich, tukové tkani, mozku, varlatech a decidui. V klasickych mineralokortikoidné-dependentnich tka-
nich jako jsou kolon, ledvina a slinné Zlazy ma nizkou expresi. 11BHSD1 je nizkoafinni NADP(H)* en-
zym, protoze Michaelisova konstanta Kn je pro glukokortikoidy v mikromolarnim rozsahu ). Jedna se
0 obousmérné aktivni enzym, schopny jak dehydrogenasové tak reduktasové aktivity, interkonvertujici
inaktivni kortison a aktivni kortisol. V intaktnich burikach funguje pfedevsim jako reduktasa 28, naproti
tomu v bunéénych homogenatech byla popsana i dehydrogenasova aktivita . Gen pro 11BHSD1 je

uloZen na 1.chromozomu (1932-41) a tvofi ho 6 exonl s celkovou délkou 9 kb 3), viz obr. 2.1.1.1.1.

182bp 130bp  111bp  185bp 143bp 617bp
5 2 3 —— 6 | 3UTR jum3y
T76bp . 767bp  120bp 253kb - 1.7kb
mRNA (1.4 kb) ‘
X ¥
= —
ATG GASKGIG YSASK TAG
1 +876

IGASKGIG - NADP* vazebna doména na exonu 2, YSASK —katalyticka doména/

Obr. 2.1.1.1.1.: Gen 11beta-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 (pfevzato z N.Draper a P.M.
Stewart, 11B-Hydroxysteroid dehydrogenase and the pre-receptor regulation of corticosteroid
hormone action. Journal of Endocrinology 2005; 186, s.257)

Protein 11BHSD1 tvofi 292 aminokyselin a je ulozen na membrané endoplazmatického retikula tak,
Ze jeho N-terminalni konec sméfuje do cytosolu a katalyticka doména sméfuje naopak do lumen

endoplazmatického retikula .

Viytvofeni modelu mysi s deleci genu HSD11B1 umoznilo lépe porozumét roli 11BHSD1 v organismu.
Tyto mySi nejsou schopné konvertovat 11-dehydrokortikosteron na aktivni kortikosteron a maji ome-
zenou schopnost aktivace enzymu glukoneogeneze béhem hladovéni spole¢né s dalSimi abnorma-

litami (@8),

Jak bylo vySe uvedeno, 11BHSD1 potfebuje ke své oxo-reduktasové aktivité jako kofaktor NADPH.
Jako mozny zdroj tohoto kofaktoru byl dfive mylné pokladan enzym pentosového cyklu glukosa-6-fos-
fatdehydrogenasa (G6PDH) lokalizovana v cytoplasmé. Tento enzym zajistuje tvorbu NADPH v burice

spolu s katalyzou pfemény glukosa-6-fosfatu na 6-fosfoglukonat (29,
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Vzhledem k odliSné nitrobunécné lokalizaci 11BHSD (endoplazmatické retikulum) a glukosa-6-fosfat-
dehydrogenasy (cytosol) a pravdépodobné i neschopnosti NADPH pfestupu pfes membranu endoplaz-

matického retikula se tato teorie nepotvrdila ©0),

VySe uvedené pozadavky nakonec spinil jiny enzym pentosového cyklu, enzym hexosa-6-fosfat-de-
hydrogenasa (H6PDH) lokalizovany na endoplazmatickém retikulu ®". HGPDH katalyzuje prvni dva
kroky endoluminalniho pentosového cyklu doprovazené tvorbou NADPH. H6PDH je exprimovana ve
vétSing tkani, pfedevsim ale v jatrech a tukové tkani. Gen pro HG6PDH je lokalizovan na chromozomu
1p36.2. 42, viz obr. 2.1.1.1.3. Mutace tohoto genu mize byt pfi¢inou syndromu nedostate¢né redukce
kortisonu, stejné jako mutace genu pro 11BHSD1. Tvorbu NADPH enzymem H6PDH znazorfiuje obr.
2.1.1.1.2.

Cytosol

Obr. 2.1.1.1.2. Tvorba NADPH enzymem hexosa-6-fosfat-dehydrogenasou (pfevzato
z N.Draper a P.M.Stewart, 11B-Hydroxysteroid dehydrogenase and the pre-receptor
regulation of corticosteroid hormone action. Journal of Endocrinology 2005; 186, 5.264)

Exon 5 | | Exon 5

620 ins 29bp 621 R4530
B Premature STOP | PR R
H6PDH '

9.8kb 1.4kb 15kb 1.2kb \4

s m — FPRE—— ”
- o —— ] emes- —

“:;';E k S ak

263bp 635bp 117bp 70bp 1359bp 204bp

Obr. 2.1.1.1.3. Gen H6PDH a jeho mutace zpUsobujici syndrom nedostateéné redukce
kortisonu - CRH (prevzato z N.Draper a P.M.Stewart, 11B-Hydroxysteroid dehydrogenase
and the pre-receptor regulation of corticosteroid hormone action. Journal of Endocrinology
2005; 186, 5.257)
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2.1.1.2. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2

11BHSD2 je NAD*-dependentni dehydrogenasa, ktera byla poprvé izolovana ze sbérného kanalku
ledvin kralika. Enzym ma vysokou afinitu ke kortisolu s Michaelisovou konstantou Kn 50 nM (100x
vy38i nez 11BHSD1) a 5 nM pro kortikosteron, ma pouze oxidasovou aktivitu a jeho molekulova hmot-

nost je pfiblizné 40 kDa (33-%6),

cDNA izolovana z lidské ledviny sdili asi 21% homologii s 11BHSD1. Gen 11BHSD2 o rozsahu asi
6,2 kb tvori 405 aminokyselin, ma 5 exon( a je ulozen na 16. chromozomu ©7). Enzym je stejné jako
prvni typ enzymu umistén na endoplazmatickém retikulu, avak oproti nému ma obracenou orientaci
a 3x prochazi skrze membranu. Katalyticka doména sméfuje do cytosolu (C-konec) a N-konec do en-

doplazmatického retikula (8),

11BHSD2 je exprimovana v klasickych mineralokortikoidné-dependentnich tkanich jako jsou ledviny,
ileum a distalni kolon a slinné Zlazy, mimo to je exprimovana také v placenté %41, 11BHSD2 je v ledvi-
nach lokalizovana ve sbérnych kanalcich kiry a dfené, tenkém i tlustém raménku Henleho klicky
a distalnim tubulu. Mimo to vykazuiji silnou expresi buriky hladkého svalu cév a zda se, Zze 11pHSD2
moduluje odpovéd rezistencnich cév ke glukokortikoidim skrze sensitivitu ke katecholaminiim (4244),

DalSim organem je klize, kde je 11BHSD2 lokalizovana pouze v ekrinnich Zlazach (5.

V epiteliich exprimujicich mineralokortikoidni receptor umoznuje oxidasova aktivita 11BHSD2 ochrario-
vat mineralokortikoidni receptor pfed nadbyteénym obsazenim glukokortikoidy, nebot volny kortisol
a aldosteron maiji shodnou afinitu pro mineralokortikoidni receptor. Pokud je MR exprimovan v bufice
sam, nachazi se jak v cytosolu tak v jadfe buriky. Pokud je exprimovan v burice sou¢asné s 11BHSD2,
dochazi zifejmé k asociaci obou protein a MR je lokalizovan kolem endoplazmatického retikula (“6),
Nedostate¢na inaktivace kortisolu cestou 11BHSD2 je pfi¢inou dédi¢né formy hypertenze, zdanlivého

nadbytku mineralokortikoidu (viz dale).

Je mozné, Ze 11BHSD2 m0ze modulovat pisobeni glukokortikoid( ochranou glukokortikoidnich recep-
torl (. Nékteré prace zvazuji plsobeni 11BHSD2 jako mozného onkogenu. V téchto pracich byla
11BHSD2 zvySené exprimovana v malignich tkanich oproti svym nezhoubnym protéjSkdm. Teoreticky
mUZze vysoka exprese 11BHSD2 v tkanich bohatych na GR potencovat proliferaci, nebot glukokortikoi-

dy inhibuji buné&nou proliferaci a stimuluji diferenciaci “7).
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2.1.1.3. Inhibitory 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy

Od pocatku vyzkumu 11BHSD byly v klinickém i laboratornim testovani pouzity rGzné syntetické i pfi-
rodni inhibitory tohoto enzymu. K nejvyznamnéjsim inhibitordm patfi derivaty glycyrrhizinu, slozky Iéko-
fice. K nejCastéji pouZivanym patfi kyselina glycyrrhetinové a jeji ester s kyselinou jantarovou karbeno-
xolon “8-50) |atka pvodné vyvinuta k 16¢bé peptického viedu. Z dalSich pfirodnich inhibitort Ize uvést
flavonoidy jako naringenin ¢Y, zlu¢ové kyseliny jako je napf. kyselina lithocholova 2 nebo nékteré
endogenni steroidy 63, Nutno podotknout, ze vSechny tyto latky jsou charakterizovany nizkou selektivi-
tou, nizkou U¢innosti a maji nepfiznivé farmakochemické vlastnosti nebo kombinaci vech uvedenych

nevyhod.

Je pochopitelné, Ze vzristajici vyznam role 11BHSD1 u mnoha metabolickych onemocnéni sméfuje
aktivitu ve farmaceutickém a biotechnologickém prdmyslu timto smérem. Velka pozornost je vénovana
nové skupiné terapeutik nazyvané selektivni intrakrinni modulétory (SIM), které patfi do skupiny inhibi-
tord enzym0 hydroxysteroiddehydrogenas (HSD). Diky inhibici HSD ovliviiuji SIM ve svém dusledku
koncentraci aktivniho ligandu navazaného na steroidni receptor. Vzhledem k specificky rozdilné
tkanové expresi obou typl 11BHSD ovliviuji inhibitory obou enzymd 11BHSD odpovéd tkané k dané-

mu hormonu 4, Mechanismus plsobeni SIM ukazuje obrazek 2.1.1.3.1.

=

Steroidni ; = :

\\gaperény SRE '— Cilovy gen
- 7
S JUADRO -

e

e s — —

Obr. 2.1.1.3.1. Mista plsobeni selektivnich intrakrinnich modulatord (SIM) pfi mechanismu
plsobeni steroidnich hormoni. St-steroid, SRE- misto plsobeni steroidu na cilovém genu
(steroid response element), HSD - hydroxysteroid dehydrogenasa (pfevzato z T.M. Penning,
Hydroxysteroid dehydrogenases and pre-receptor regulation of steroid hormone action. Human
Reproduction Update 2003; 9, s. 194)
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S uplatnénim inhibitord 11BHSD se podcita napf. pfi Ié€bé metabolickych onemocnéni jako je insulinova
rezistence, metabolicky syndrom nebo obezita. V souCasnosti patfi k nejvice diskutovanym syntetic-

kym inhibitorim 11B8HSD arylsulfonamidothiazol (55 a adamantyltriazol (%6).

PfesvédCivym dikazem, ze inhibitory 11BHSD1 mohou byt dobfe vyuzitelnymi IéCivy metabolického
syndromu, bylo pouziti selektivniho inhibitoru 11BHSD1 adamantyltriazolu v Ié¢bé dietné navozené
obezity u zvifecich modell. Adamantyltriazol selektivné inhiboval aktivitu 11BHSD1 v jatrech a tukové
tkani s naslednym poklesem vahy, pfijmu potravy, zmenSenim masy tukoveé tkané, doslo k zlepSeni li-

pidového profilu a insulinové sensitivity (7).

2.1.1.4. Organova distribuce 11B-hydroxysteroiddehydrogenas

Jak bylo vySe uvedeno, za lokalni koncentraci kortiosteroidu v tkanich zodpovida enzym 11p-hydroxy-
steroiddehydrogenasa. V soucasné dobé byly v lidskych tkanich prokézany oba dva typy téchto enzy-
md 11BHSD1 a 11BHSD2. Mezi obémy enzymy existuji ¢etné funkEni rozdily a mimo jiné se lisi i svoji
tkanovu distribuci. Zatimco 11BHSD1 je ve vysoké mife zastoupena v glukokortikoidné-cilovych tka-
nich, v klasickych mineralokortikoidné-dependentnich tkanich, jako jsou ledviny, kolon a slinné Zlazy,
je jeji exprese slaba. V mineralokortikoidné-dependentnich tkanich ma naopak vysokou expresi druhy
z enzym( - 11BHSD2.

2.1.1.4.1. Organova distribuce 118HSD1

11BHSD1 je lokalizovana v mnoha tkanich, které disponuji glukokortikoidnimi receptory, jako jsou

napf. jatra, buriky imunitniho systému, plice, varlata, placentarni decidua nebo kira nadledvin.

V jatrech je vysoka aktivita 11BHSD1 lokalizovana pfedevsim v oblasti centralni vény, v oblasti arteria
hepatica, portalni vény a Zlucového kanalku je jeji exprese nizka (859, Tato distribuce 11BHSD1 ma
svij farmakologicky vyznam - inaktivni glukokortikoidy jako kortison nebo prednison jsou po peroralnim
podani aktivovany na své 11-hydroxyderivaty. V situacich, které vyzaduji vysoké hladiny kortikoidd,

jako je napf. stres, mize byt jaterni 11BHSD1 pfidatnym zdrojem aktivnich glukokortikoidd (€.

Dal$i dalezitou funkci jaterni formy 11BHSD1 je indukce enzymi glukoneogeneze (glukosa-6-fosfata-
sa, fosfoenolpyruvatkarboxykinasa), které se aktivuji béhem lacnéni glukokortikoidy 8), U mysi s dele-

ci genu 11BHSD1 -/- bylo zji$téno, Ze jsou diky snizené schopnosti indukce glukoneogenetickych
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enzymU vice rezistentni vici hyperglykémii a maji i zlepSenou citlivost k insulinu v jatrech oproti divo-

kému kmenu.

Vlyznamné misto ma 11BHSD1 i v imunitnim systému. U potkana jsou hlavnim zdrojem 11BHSD1 buni-
ky stromatu sleziny, lymfatickych uzlin a thymu. U lidi byla 11BHSD1 detekovana v obou typech lid-
skych lymfocytd, makrofazich a dendritickych bufikach. Detekce druhého typu 11BHSD nebyla v lid-

skych imunitnich buiikach prokazana (61.6263),

Nedavna studie na mysich thymocytech prokazala, ze exprese 11BHSD1 v thymocytech vzriista od
pozdniho fetélniho vyvoje az do dospélosti, kdy dosahuje maxima. Tento fakt podporuje hypotézu,
podle niz by glukokortikoidni signal a jeho zesileni skrze reduktasovou aktivitu 11BHSD1 mohl ovlivnit

vyvoj T-lymfocytd a uspofadani imunitniho systému (64).

11BHSD1 a r(izné prozanétlivé molekuly a cytokiny vzajemné ovliviiuji svoji expresi. Studie na mysich
makrofazich prokazala, Ze v pribéhu zanétu dochazi k zvySeni aktivity i exprese 11BHSD1, ktera je
doprovazena zvySenou hladinou prozanétlivych cytokind. Inhibice 11BHSD1 vyrazné sniZila sekreci
prozanétlivych cytokinl jako jsou IL-1B, MCP-1a TNF-a., coz naznaCuje, Ze intracelularni regenerace

aktivnich glukokortikoidd cestou 11BHSD1 zvySuje prozanétlivy efekt aktivovanych makrofagu (9.

Ve stfevu je 11BHSD1 lokalizovana v nonepitelialnich buriikach lamina propria — v buiikach stromatu

a leukocytech ©6), Zde se predpoklada jeji vyznamna uloha pfi regulaci glukokortikoidniho signalu.

V lidské placenté jsou exprimovany oba typy enzymu 11BHSD. Vysoké hladiny aktivnich glukokorti-
koidl zpGsobené zvySenou expresi 11BHSD1 v placentarni decidui umozriuji implantaci blastocysty
a imunologickou toleranci cizi tkané ©7), Ve fetalni tkani hraje 11BHSD1 dlleZitou roli pfi konverzi inak-
tivniho glukokortikoidu na aktivni, ktery je ddlezity pro indukci syntézy surfaktantu a tim i pro proces

maturace plicni tkané (©8),

Je zndmo, ze glukokortikoidy usnadruiji diferenciaci preadipocytt na adipocyty. V prub&hu maturace
dochazi v adipocytech k expresi 11BHSD1, které vede k zvySeni lokalni koncentrace glukokortikoidd,
¢imz se dale zvétSuje masa tukové tkané. Tento mechanismus muze hrat dulezitou roli v patogenezi

centralni obezity (69.70),
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2.1.1.4.2. Organova distribuce 118HSD2

Principialné ale ne vylucné vykazuje 11BHSD2 expresi v mineralokortikoidné-dependentnich tkanich.
V ledviné se 11BHSD2 exprimuje ve sbémych kanalcich kiry a dfené s vyjimkou distalni Easti papily,
v tenkém i tlustém raménku Henleho klicky a distalnim tubulu ). 11BHSD2 vykazuje expresi v minera-
lokortikoidné cilovych segmentech nefronu, coZ ma vyznam pro hospodarfeni se sodnymi ionty. Funkci
11BHSD2 v této oblasti je ochrana MR pfed nadmérnym obsazenim glukokortikoidy, které maji obdob-

nou afinitu k MR jako aldosteron, ale asi 10x vy$Si koncentraci.

Dulezitou cilovou tkani jak pro mineralokortikoidy tak pro glukokortikoidy je kolon, které tak pfispiva
k elektrolytové a vodni homeostaze organismu. 11BHSD2 je lokalizovana v epiteliich stfevni slizni-
ce 4571, kde je spolecné exprimovana s MR. Jejich spoleéna exprese pravdépodobné i zde zabrafuje
nadbyte¢nému obsazeni MR glukokortikoidy. Stfevni sliznice hraje duleZitou Ulohu pfi vstfebavani vo-
dy a elektrolytd, nebot aldosteron stimuluje v kolon absorpci sodnéhu iontu 273), Inhibitory 11BHSD2
zvySuji absorpci sodiku ve stfevu na Uroven srovnatelnou s aldosteronem, zatimco bez néj je jeho
absorpce znacné omezena (479, Dehydrogenasova aktivita 11BHSD stoupa aboralnim smérem, téméf

neméfitelna je v duodenu, nejvyssi je v distalnim kolon (),

V pribéhu maturace a diferenciace kolon dochazi ke zménam v expresi 11BHSD2. Zatimco u dospélé-
ho Clovéka byla imunoreaktivita 11BHSD2 na povrchovych epiteliich kolon vyrazné pozitivni, ve fetalni
tkani byla detekovana az okolo 25.tydne gestace, a teprve okolo 40. tydne koreluje s imunoreaktivitou
u dospélych jedincl. Stejné tak dochazi ke zménam i v pribéhu diferenciace kolon, kdy plati,

Ze s pribyvajicim stupném diferenciace dochazi k zvySeni exprese mRNA 11BHSD2 (7).

11BHSD2 je v placenté je lokalizovana v syncytiotrofoblastu, kde ochrafuje fetus pfed vysokymi hladi-
nami maternalnich kortikosteroidi (®. Schopnost 11BHSD2 inaktivovat glukokortikoidy v placenté je
znacéna, navic ma placenta nejvétsi koncentraci tohoto enzymu na mg mokré vahy tkané (9. Exprese

tohoto typu enzymu 11BHSD se u lidi zvySuje s tydny gestace.

Nepochybné vyznamnou roli hraji obé dehydrogenasy v kardiovaskularnim systému. V srdec¢ni tkani
byla prokdzana exprese jak glukokortikoidniho tak mineralokortikoidniho receptoru. Tyto receptory
mohou byt aktivovany nejenom plazmatickymi, ale i srdcem produkovanymi gluko a mineralokortikoidy,
a je mozné, ze lokalni syntéza téchto steroidi miZze auto i parakrinné ovliviiovat srdecni tkan @081,
Koexprese MR a 11BHSD2 je stejné jako v jinych mineralokortikoidné — cilovych tk&nich nutna k selek-
tivni vazbé aldosteronu na MR. V lidském srdci byla prokazana aktivita obou typl enzym0 11BHSD
a exprese mRNA (11BHSD2), nicméné neni jasné, které buriky oba enzymy exprimuji 6283), Glukokor-

tikoidy se exprimuiji v lidskych myocytech i fibroblastech ©284),
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Zatimco v klasickych mineralokortikoidné cilovych tkanich jsou glukokortikoidy agonisté MR
a 11BHSD2 funguje jako protektor MR pred jeho nadbyteCnou aktivaci, v srdci se zda pasobeni gluko-

kortikoid(i opacné, tedy jsou antagonisté MR a 11BHSD2 zvySuje mineralokortikoidni efekt (€586.87),

11BHSD1 s prevazuijici oxoreduktasovou aktivitou vykazuje expresi zvlasté v cévnim fecisti, a to
v hladkém svalstvu cév a endothelialnich bunkach @889, 11BHSD2 byla prokazana pouze v cévnim en-
dotelu ©0, Vzhledem k tomu, Ze glukokortikidy potencuji ucinek endogennich katecholamind na cévni
sténu, mohou obé dehydrogenasy modulovat cévni reaktivitu, coz miize hrat dalezitou Ulohu pfi vzniku

hypertenze (91-94),

2.2. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa v patofyziologickych procesech

2.2.1. HYPERTENZE

Na regulaci krevniho tlaku se vyznamnym zpUsobem podili kortikoidy nadledvin. Dilezitou roli kortikoi-
dd na udrzovani krevniho tlaku a natrémie muizeme zaznamenat u chorob s poruchou sekrece kortikoi-
dud jako je Cushinglv syndrom doprovazeny hypertenzi s hypernatrémii a nebo naopak Addisonova

choroba se symptomy hypotenze a hyponatrémie.

Lokalni hladinu kortikoidd v tkanich reguluje enzym 11pB-hydroxysteroiddehydrogenasa, ktera uruje
mnozstvi aktivniho kortikoidu, které se navéze na intracelularni receptor. V patofyziologii hypertenze
se uplatfuje pfedevdim druhy typ 11BHSD, ktery mé pouze dehydrogenasovou aktivitu a konvertuje
aktivni kortikoid na jeho neaktivni formu. Mutace genu pro 11BHSD2 (HSD11B2) doprovazi dédiénou
formu hypertenze zdanlivy nadbytek mineralokortikoidd, stejné tak konzumace inhibitord 11BHSD2
jako jsou lékofice nebo karbenoxolon mlze vyustit v klinické projevy hypertenze. Snizena aktivita
11BHSD2 se vyskytuje u eklampsie, renalnich chorob a jaterni cirhozy a je doprovazena sodikovou re-
tenci a hypertenzi. S poruchami aktivity a exprese 11BHSD2 se setkavame jesté i u dalSich forem

hypertenze jako je ektopicky ACTH syndrom nebo napf. hypertenze v téhotenstvi (4. DetailnéjSi popis

nékterych forem hypertenze predklada nésledujici kapitola.
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2.2.1.1. Zdanlivy nadbytek mineralokortikoidu

Zdanlivy mineralokortikoidni nadbytek (Apparent mineralocorticoid excess — AME) je vrozena forma

hypertenze, ktera byla poprvé zaznamenana na konci 70. let (%),

Jeho podstatou je porucha periferni konverze kortisolu na kortison, kterou zplsobuje snizena aktivita
11BHSD2. Kortisol a aldosteron maji pfiblizné stejnou afinitu k MR, avSak koncentrace cirkulujiciho
kortisolu je mnohonasobné vy$si. 11BHSD2 v normalni tkani fyziologicky konvertuje aktivni kortisol na
kortison a ma tak protektivni G¢inek na mineralokortikoidni receptor téchto tkani, nebot chrani MR pred

zaplavenim aktivnimi glukokortikoidy. Mechanismus vzniku AME ukazuje obrazek 2.2.1.1.1.

AME je monogenné podminénou formou hypertenze s autosomalné recesivnim pfenosem, kterou zpU-
sobuje mutace na chromozomu 16, kde je gen pro 11BHSD2 lokalizovan. Studie prokazaly, Ze mutace
mohou postihnout kterykoliv exon a byly popsany i ve 2 intronech. Dle tize mutace je aktivita 11BHSD2

redukovana a nebo zcela chybi (%6-9),

Fia. 8. Schema depicting the role of 113-HSD2 in eonveying specificity upon the mi icold receptor (MR).
In normal phylnclugy (leN-hand panel), 118-HSD2 inactivates cortisol (F) to cortisone (E) in mineralocorticoid target
ti to occupy the MR in vivo. In 11p-HSD2-deficient states (right-hand panel), this inacti-
vation dnau not occu.r and F gainy access to the MR.

Obr. 2.2.1.1.1. Mechanismus vzniku AME, E - kortison, F - kortisol, ALDO - aldosteron, MR - mi-
neralokortikoidni receptor (pfevzato z P.M. Stewart, Z.S. Krozowski, 11B-hydroxysteroid dehydro-
genase. Vitamins and Hormones 1999; 57: 5.273)

Skupinu pacientl s AME tvofi déti nebo mladi dospéli s tézkou formou hypertenze a hypokalémii,
suprimovanou plazmatickou hladinou aldosteronu, nizkou plazmatickou aktivitou reninu, prodlouzenym
polo¢asem plazmatického kortisolu. Tézka hypokalémie mize zapficinit rabdomyolyzu a nefrogenni
diabetes insipidus %10, DalSi ledvinné patologie zahrnuji ledvinné cysty a nefrokalcinozu (101102,
Z extrarenalnich projevl byly popsany intrauterinni rGstova retardace, maly vzrlst, Zizef, polyurie

a postnatalni neprospivani.

18



Hypertenzi Ize 1&Cit blokddou mineralokortikoidnich receptord kalium Setficimi diuretiky jako je amilorid,
spironolaktonem a nebo dietou s nizkym pfijmem soli (13). Spironolakton méa proménlivy t¢inek vzhle-
dem k nutnosti pouzit vysokych davek pro zablokovani mineralokortikoidniho receptoru. Triamteren
a amilorid, kalium $effici diuretika, blokuji tubularni sodikové kanaly a jsou také pouZivana pfi terapii
AME. Uginek dexamethasonu je variabilni, jeho efekt spociva v potladeni sekrece kortisolu. K dalsim
léCivim pfispivajicim k snizeni krevniho tlaku u AME Ize uvést ACEI. Captopril potencuje zbytkovou
aktivitu 11BHSD2 u téchto pacientd (1%, Ledvinna transplantace je lécbou volby u pacientli s AME,

u kterych nelze pouzit vySe uvedenou konzervativni terapii (109),

2.2.1.2. Lékorice a hypertenze

Syndrom zdanlivého nadbytku mineralokortikoidd nemusi byt jen vrozenou chorobou, ale mize byt
i vyvolan podanim inhibitord 11BHSD jako je karbenoxolon nebo glycyrrhetinova kyselina. Tyto inhibi-
tory plisobi na oba typy enzym, ale zda se, ze rdzné inhibitory mohou mit rizny G¢inek na oba typy
11BHSD (106),

Lékorice je vyznamnym zdrojem inhibitor 11BHSD, nebot obsahuje kyselinu glycyrrhetinovou a jeji
derivat glukuronid glycyrrhizin. Obé latky byly po dlouha léta s efektem pouzivany k terapii peptického
viedu (197, &asem k nim pfibyl dal$i ucinny antiulcerosni lék, synteticky derivat karbenoxolon. Bohuzel
konzumace karbenoxolonu i Iékofice vykazovaly u vice neZ 50 % pacientu vyrazné mineralokortikoidni

ucinky (hypertenze, edémy), a proto se v sou¢asnosti jiz nepouzivaji.

Jak kyselina glycyrrhetinova tak glycyrrhizin maji nizkou afinitu k mineralokortikoidnimu receptoru, ale
vysokou k 11BHSD. Kyselina glycyrrhetinova je silnym kompetetivnim inhibitorem 11BHSD2 ( Ki~ 5-10

nM) (108.109)

Prvni viditelny efekt na krevni tlak, kalémii a plazmaticky renin se dostavuje pfi poziti miniméalné
225-380 mg glycyrrhetinové kyseliny. Ackoliv je mnozstvi glycyrrhetinové kyseliny a glycyrrhizinu
variabilni v rznych vyrobcich obsahujici lékofici, 200-400 mg glycyrrhetinové kyseliny koresponduje
s 100-200 g ,normalni“ lékorice. Klinické symptomy charakteristické pro zvySené poZiti |I€kofice jsou
obdobné AME - nizky plazmaticky renin a aldosteron, hypokalémie, zvy$ena retence sodiku a zvySeny

pomér kortisol:kortison v mogi, arytmogenni zmény na EKG v dlsledku hypokalémie (110-114),
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2.2.1.3. Preeklampsie

Klinické symptomy preeklampsie vyjadfuje trias hypertenze, edémy a proteinurie vzniklé v tfetim tri-
mestru gravidity. Téhotenska hypertenze i preeklampsie jsou doprovazeny zvySenou retenci sodiku,

ktera je pravdépodobné dlsledkem zvySené aktivace MR.

V priibéhu téhotenstvi dochazi k elevaci progesteronu a jeho metabolitli, které patfi mezi pfirozené
inhibitory 11BHSD2. Inhibice 11BHSD2 neznamym faktorem s naslednym zvySenim koncentrace korti-
solu mGze byt vysvétlenim pro ,down-regulaci® mineralokortikoidniho receptoru, snizenou hladinu plaz-
matického reninu a sérového aldosteronu, které se vyskytuji pfi preeklampsii. Alterovany metabolis-
mus progesteronu v ledvinach by tak mohl hrét roli pfi patogenezi preeklampsie. Tuto hypotézu podpo-
ruji nélezy poméru volného kortisolu k volnému kortisonu v mo¢i u pacientek s preeklampsii, ktery byl

zvySen oproti zenam s fyziologickou graviditou (115-117),

2.2.2. OBEZITA, INSULINOVA REZISTENCE A METABOLICKY SYNDROM

Role metabolismu kortisolu a zvlasté 11BHSD1 v patogenezi visceralni obezity je pfedmétem védecké-
ho, klinického i farmakologického zajmu. V adipocytech se glukokortikoidy podili na regulaci exprese
mnoha gen, jejichz produkty jsou zapojeny v regulaci lipémie a metabolismu tuki v organismu (napf.
leptin, PPAR - ,peroxisome proliferator activated receptor”, lipoproteinova a hormonsenzitivni lipa-
sa)(118121) Patologicky dlsledek pusobeni glukokortikoidl demonstruji pacienti s Cushingovyn syndro-
mem. U pacientld s metabolickym syndromem se setkavame s podobnymi nalezy jako u pacient(

s Cushinovym syndromem, ackoliv plazmaticka hladina kortisolu neni zvySena (122),

Obezita vznika v disledku expanze tukové tkang, jejiz pricinou je hypertrofie adipocytu s akumulaci li-
pidl a diferenciaci preadipocytll (ASC — adipose stromal cells) na adipocyty. V lidské tukoveé tkani je
exprimovana pouze 11BHSD1. Kortisol je duleZitym pusobkem ovliviujici diferenciaci adipocytd, a pro-
to autokrinni produkce kortisolu cestou 11BHSD1 umoziuje zvySenou akumulaci visceralniho tuku (123).
U obesnich pacientll je tkanoveé specificka dysregulace aktivity 11BHSD1, kdy v jatrech je aktivita nizka
oproti vysoké v tukové tkani. Pfi¢ina této dysregulace neni znama (24, Nékteré prace poukazuji na to,
Ze snizena exprese 11BHSD1 v jatrech hraje protektivni Glohu vici Skodlivym nasledkim obezity u

téchto pacientd.
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Studie prokazaly, Ze tukové buriky omenta zvySené exprimuji 11BHSD1, aktivita 11BHSD1 je signifi-
katné vyssi v omentélnim tuku oproti subkutannimu. Diky zvySené expresi a aktivité 11BHSD1 by bylo

mozno zajistovat omentalnim tukovym burikam staly pfisun aktivniho glukokortikoidu ().

Vyznam 11BHSD1 v patogenezi visceralni obezity podporuji i studie na transgennich mysich a mysich
s deleci genu 11BHSD1. Snizena exprese 11BHSD1 u mysi s deleci genu 11BHSD1 ochrafovala tyto
jedince pred rizikovymi nasledky obezity, naproti tomu transgenni mysi se zvySenou expresi 11BHSD1
manifestovaly fenotyp obesnich jedincl s poruchou glukosové tolerance a insulinovou rezistenci, zvy-

Senou hladinou kortikosteronu v tkanich a normaini hladinou cirkulujiciho kortikosteronu (123.28),

Insulinova rezistence je jednim ze symptom( metabolického syndromu a zéroven doprovodnym pfi-
znakem diabetu mellitu Il.typu, syndromu polycystickych ovarii, deficitu ristového hormonu nebo esen-
cialni hypertenze. V jaterni tkani stimuluji glukokortikoidy glukoneogenetické enzymy, maji tedy opac-
né UCinky neZ insulin. Farmakologickd inhibice 11BHSD1 u zdravych dobrovolnikd (25 a diabetik
2. typu (126), ktera vedla k poklesu intrahepalniho kortisolu, zvySila katabolismus lipidi a omezila tvorbu
glukozy v jatrech. Mysi s deleci genu pro 11BHSD1 disponuiji zvySenou citlivosti k insulinu spoleéné se

zvySenou oxidaci lipidu (127.28),

V souasné dobé sméfuje vyzkum farmaceutickych spoleCnosti na vyvoj specifickych inhibitor(
11BHSD1. Jednim ze specifickych inhibitorl in vivo i vitro je arylsulfonamidothiazol 9. Z dalSich novéji
objevenych inhibitoril Ize jmenovat adamantyl-triazol, jehoz chronické podavani u mysich transgennich

modell snizovalo hladiny triglycerid, insulinu, glykémie na lano a redukovalo télesnou hmotnost (56),

Expresi mMRNA 11BHSD1 Ize ovlivnit i nékterymi léky ze skupiny thiazolidinediond, ktera se pouzivaji
pfi léCbé diabetu 2. typu u obesnich diabetikl. Pfikladem je rosiglitazon, agonista PPARy receptord,
ktery snizil schopnost adipocytt metabolizovat kortison na kortisol a zaroveri snizil hladinu mRNA
11BHSD1. Bylo prokazano, Ze jak thiazolidinedionovi tak ne thiazolidinedionovi agonisté PPARy re-
ceptor(l znatelné inhibuji expresi 11BHSD1 v 3T3-L1 adipocytech. Tato exprese signifikantné koreluje
s poklesem konverse kortisonu na kortisol. Podobné u kmene diabetickych mysi db/db doslo po l1é¢bé
rosiglitazonem K inhibici exprese 11BHSD1 a korelovalo se signifikantnim poklesem plazmatického

kortikosteronu (128),

Toto snizeni nemusi byt zplsobeno piimo, ale diky zanétlivym cytokindm TNF-a., IL-1B a IL-6, jejichz
produkci ligandy PPAR v receptord inhibuji. Teprve tyto cytokiny mohou modulovat 11BHSD1 a ovlivnit

tak mnozstvi tukové tkané (129,
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2.2.3. DEFICIT REDUKCE KORTISONU

Deficit redukce kortisonu (Cortisone reductase deficiency — CRD) byl poprvé popséan v roce 1984 N.F.
Taylorem. Podstatou tohoto syndromu je sniZzena aktivita prvniho typu 11BHSD, tedy porucha konver-

ze kortisonu na kortisol (130-132),

Pacienti s CRD sdili mnohé klinické symptomy pacientek se syndromem polycystickych ovarii. Béhem
adolescence nebo brzké dospélosti se u pacient(i manifestuiji pfiznaky hyperandrogenismu (akné, hir-
sutismus, oligo-amenorhea, infertilita), u nékterych se pfidava obezita. Redukovana aktivita jaterni
11BHSD1 vede ke kompenzatorni aktivaci HHA osy se zvySenou sekreci ACTH, coz stimuluje i zvySe-
nou produkci androgend. Doprovodnym nezadoucim symptomem tohoto mechanismu je u Zen mani-
festnace fenotypu vySe zminéného hyperandrogenismu, u muzl jsou pfiznaky nadbytku androgent
mirng&j8i (pfedCasny nastup puberty okolo 7 let). Hladiny sérovych androgenl (dehydroandrosteronu
(DHEAS), androstenedionu a testosteronu) jsou zvy8eny, av3ak rychle suprimovatelné podanim dexa-

methasonu. Vzhledem k supresi ACTH je dexamethason pouzivan v 1écbé CRD (133.134),

SniZena hladina sérového kortisolu koreluje s nalezy v modi, v které je detekovatelna zvySena koncen-
trace metabolitd kortisonu oproti nizké hladiné metaboliti kortisolu. Deficit 11BHSD1 je schématicky

vyjadfen na obrazku 2.1.2.3.1.
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Obr.2.1.2.3.1.: Mechanismus vzniku syndromu nedostatecné redukce kortisonu
(CRD). Snizena aktivita 11BHSD1 vedek snizeni kortisolu (F) v periferni tkani, coz je
nasledovano zvysenou aktivitou HHA osy a naslednému zvySeni produkce androge-
nl v nadledvinkach. Hladina cirkulujiciho kortisolu je v normé za cenu jeho zvysené
sekrece (pfevzato z N. Draper, P.M. Stewart, 11B-Hydroxysteroid dehydrogenase and the
pre-receptor regulation of corticosteroid hormone action. Journal of Endocrinology 2005;
186: s. 263)

Pfedpokladany geneticky deficit 11BHSD1 nebyl doposud v patogenezi CRD potvrzen, nicméné funk-

¢ni abnormalita tohoto enzymu je vice neZ pravdépodobna (135.136.137),
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2.2.4. ZANET

2.2.4.1. Zanét a jeho ovlivnéni glukokortikoidy

Glukokortioidy jsou v klinické mediciné vyuZivany jako silnd imunosupresivni a protizanétliva léciva.
Od pocatku svého objevu byly pouzivany v klinické mediciné pfi 16¢bé chronickych zanétl, autoimunit-
nich onemocnéni a pozdéji v transplantaéni mediciné jako prevence odmitnuti $tépu. Zatimco farma-
kologické davky glukokortikoidd maji vySe zminény protizanétlivy a imunosupresivni ucinek, ve fyziolo-
gickych koncentracich disponuiji vyraznymi imunomodulaénimi vlastnostmi. Proto je v souasné dobé
za piekonanou a zjednodusenou. Pisobeni glukokortikoidl jako farmak na imunitni systém je nesmir-

né komplexni, ovlivnéné mnoha faktory jako davka, Easovy interval apod. (138.139),

Akutni zanétliva reakce je nespecifickou imunitni reakci organismu na pfitomnost Skodliviny, kterd ma
stereotypni priibéh, at uz je spusténa antigenem nebo jinym podnétem jako je napf. trauma. Za fyzio-
logickych podminek je cely proces obezfetné regulovan, mimo rychlé eliminace patogenu sméfuje k co
nejrychlejsi reparaci poSkozené tkané nebo organu a nastoleni normalniho stavu. V poCatku akutniho
zanétu dochazi nejprve k aktivaci nespecifickych slozek imunity, mezi které patfi polymorfonukleary
(PMN), komplement a zirné bunky. Prvnimi imunitnimi burikami, které infiltruji zanétlivé lozisko jsou
pravé PMN, které maji schopnost aktivace dalSich slozek specifické i nespecifické imunity a spousti
mechanismy a systémy zapojené do pribéhu zanétu. Glukokortikoidy maji vyznamnou schopnost po-

tladovat zanét, coz je dano jejich Ucinky na distribuci, poget a funkci imunokompetetivnich bunék (140),

V pocatecni fazi imunitni odpovédi organismu jsou produkovany prozanétlivé mediatory a cytokiny,
které mimo jiné vedou k vasodilataci a exudaci plazmy z cév do zanétlivého loZiska, zéroven aktivuji
a moduluji pisobeni dalSich bunék imunitniho systému. Glukokortikoidy mohou alterovat sekreci nék-
terych cytokind spojenou se zanétlivymi a imunitnimi procesy, naproti tomu zvySuji transkripci mnoha
protizanétlivych proteind jako IL-10 nebo antagonisty receptoru pro IL-1 (141, K plsobeni glukokortikoi-
dd v Casné fazi zanétu je nutno podoknout, Ze se liSi v zavislosti na jejich davce. Podani glukokorti-
koidd v dostate¢né dlouhé dobé pfed indukci zanétu LPS (lipopolysacharidem) inhibovalo sekreci pro-
zanétlivych cytokinG TNF-o a IL-6, zatimco pozdéjsi podani tento efekt nemélo (142, Tyto cytokiny sou-
Casné stimuluji tvorbu kortikotropinového releasing faktoru, coz vede ke zvySené tvorbé glukokortikoi-
da (13144 Nizké davky glukokortikoidl v pocatku zanétu maji stimulacni efekt na proliferaci T-lymfocy-
tu, zatimco vysoké hladiny glukokortikoidu proliferaci T-lymfocytt suprimuiji (149, Lze tedy shrnout, Ze

glukokortikoidy maiji v asné fazi zanétu spiSe imunomodulaéni roli odpovidajici jejich davce.
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Zatimco v poCateéni fazi je tvorba prozanétlivych cytokind nutna k eliminaci patogenu, je naopak jejich
protrahované plsobeni nezadouci vzhledem k irreverzibilnimu poskozeni tkané. Proto ve fazi reparace

cytokinu, avSak pfedéasné nacasovani jejich plisobeni miize zavinit chronicky priibéh zanétu (146),

Podani glukokortikodl pfimo do cév indukuje vasokonstrikci diky omezeni tvorby bakterialnich toxin(,
histaminu a aktivity kininového systému. Glukokortikoidy zvySuiji expresi receptor(i IL-6, signalni trans-
dukéni komponenty gp13, receptort IL-1 nebo mohou pomoci uvolnit zanétlivé molekuly jako TNF-a,

IL-6 a MMIF. Glukokortikoidy maiji tedy spiSe nez imunosupresivni efekt roli imunoregulacni (147,

V pribéhu zanétu se zvySuje se exprese adheznich molekul, které umozriuji snazsi prinik leukocytu
do cévni stény v misté zanétu (148), Glukokortikoidy patfi k latkam, které potlaCuji expresi snad vSech

znamych adheznich molekul.

Mnoho bunék jak napf. makrofagy, trombocyty, chondrocyty, mesangialni bb., hladké svaly cév synteti-
zuje fosfolipasu A, ktera spousti kaskadu pochodli vedouci k eliminaci patogenu jako je napf. tvorba
produktt metabolismu k. arachidonové — prostaglandind, leukotrient, tromboxan( a lipoxinQ, dale kys-
likovych a dusikovych radikall, stimulace fagocytl. Glukokortikoidy snizuji syntézu nékterych prosta-
glandinu a leukotriend, a to zfejmé zvySenim koncentrace nékterych membranovych fosfolipidd, které
potladuii jejich syntézu. Mohou ovliviiovat i produkci nékterych lipomodulinG jako napf. lipokortin, které
modifikuji produkci prostaglandint a leukotrien, navic redukuji expresi cyklooxygenasy, ktera je klico-

vym enzymem tvorby prostaglandin( (149.150),

Roli PMN, které v pribéhu zanétu podstupuiji konstitutivni apoptozu, pfebiraji cévni monocyty, které
zde maturuji na makrofagy a jsou zodpovédné za likvidaci apoptickych PMN. Pokud je odstranéni apo-
ptotickych granulocytu ztizeno, rychle podstupuji sekundarni nekrozu, kterou nasleduje produkce pro-
zanétlivych mediatord uvoliiovanych makrofagy, coz prodluzuje zanétlivou odpovéd. Diky tomu docha-
zi k dal8imu poSkozovani zanicené tkané a chronicité zanétu. Chronické zanétliva onemocnéni mohou
vznikat jako nasledek redukované schopnosti imunitniho systému odstranit patogen a mechanismd,

které nastoli homeostazu v organismu (151-156),

Glukokortikoidy potlacuji funkce tkanovych makrofagl i leukocyt diky omezeni schopnosti odpovidat
na antigeny a mitogeny. Bylo prokazano, Ze syntetické steroidy zvySuiji kapacitu makrofagl fagocyto-
vat vice apoptotickych leukocytl a urychluji maturaci monocyti (157, Mimoto bylo zji$téno, Ze pokud

jsou monocyty v pocatku jejich maturace na makrofagy vystaveny plsobeni glukokortikoidd, dochazi
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Vydej glukokortikoidli centralné reguluje osa hypotalamus — hypofyza — nadledvinky (HHA), ktera se
dle nékterych praci zarover spolupodili za vyskyt nékterych zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni,
coz bylo prok&zano na zvifatech se zménénou aktivitou HHA osy. ZvySeni aktivity HHA osy a nésled-

cytokinovy profil (158-161),

2.2.4.2. Zanét a 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa

Zatimco HHA osa ovliviluje plazmatickou koncentraci kortikoidu, o vlastni lokalni (tkariové) koncentraci
rozhoduje enzym 11BHSD1, ktery konvertuje neaktivni kortikoid (kortison, 11-dehydrokortikosteron)
na jeho aktivni formu (kortisol, kortikosteron). Exprese tohoto enzymu byla prokazéna v obou typech
lidskych lymfocytl, v burikach mysi sleziny, kde byla nalezena v CD4", CD8", T-lymfocytech a B220"
B-lymfocytech, a dale v mysich i lidskych CD11c dendritickych burikach. V téchto burikach byla popsa-
na pouze reduktasova aktivita 11BHSD1, tedy intracelularné dochazi v imunitnich buiikach ke konverzi
neaktivniho kortikoidu na jeho aktivni formu, mimo to vzristajici aktivita koreluje u CD4" T-lymfocytu

s narlistem aktivity a exprese mRNA 11BHSD1(62),

Préce s lidskymi imunitnimi burikami prokézaly, Ze napf. monocyty, dendritické buriky a lymfocyty zvy-
Sené exprimuji 11BHSD1 béhem své maturace a diferenciace. Napf. u monocytd dochazi k expresi
11BHSD1 az béhem jejich diferenciace na makrofagy. Exprese 11BHSD1 v burikdch monocytarni fady
je zavisla na stadiu diferenciace a aktivacnich signalech. Protizanétlivé cytokiny IL-4 a IL-13 indukuji
v monocytech reduktasovou aktivitu 11BHSD1, a tak zvySuji i intracelularni koncentraci aktivniho korti-
solu, coz inhibuje produkci prozanétlivych mediatort makrofagy. Tento efekt Ize tumit podanim IFN-y,

ktery patfi k antagonistim téchto cytokind, viz obr. 2.2.4.2.1.

Indukce 11BHSD1 cytokiny IL-4 a IL-13 m(Ze pfedstavovat jeden z pfidatnych mechanism( jejich pro-

na Th2 lymfocyty, které Th2 cytokiny produkuji. Oba dva cytokiny vyznamné redukuiji produkci proza-

nétlivych mediatora (162,

Prozanétlivé cytokiny jako napf. IL-1B8 a TNF-a potencuiji expresi 11BHSD1 v mnoha typech lidskych
bunék, jako napf. v mesangialnich burikach, které sdili nékteré charakteristiky makrofagu a podobné

i v pfimarnich kulturach lidskych preadipocyt(, burikach blizkym makrofaglim (124163,164),
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Obr. 2.2.4.2.1.: Model protizanétlivého ptsobeni IL-4 cestou 11BHSD1. -4 indukuje v monocy-
tech expresi 11BHSD1. ZvySena enzymaticka aktivita 11BHSD1 elevuje intracelularni koncen-
traci kortisolu. Kortisol redukuje expresi prozanétlivych mediatord béhem zanétu. Efekt IL-4 na
expresi 11BHSD1 je antagonizovan IFN-y. GR- glukokortikoidni receptor (pfevzato z R. Thierin-
ger, Ch.B. Le Grand, L. Carbin, T.Q. Cai, B.Wong, S.D. Wright, A. Hermanowski-Vosatka, 11beta-
Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 1 Is Induced in Human Monocytes upon Differentiation to
Macrophages. Journal of Immunology 2001;167: s. 34).

Zajimavym ,modelem* zanétlivé reakce, ktery demonstruje zmény exprese obou typ 11BHSD v pri-
béhu zanétu, je proces ovulace. Ovulace je zde representovana jako faze poskozeni, luteinizaCni faze
pfedstavuje proces hojeni. V pribéhu ovulace jsou buiky povrchového epitelu vajeénikl (OSE) vysta-
veny pusobeni celé fady prozanétlivych mediatorl jako jsou cytokiny (IL-1, IL-6), které zvySuji expresi
COX-2 mRNA. Soubézné se zvySenou expresi COX-2 béhem ovulace dochazi i k zvySené expresi
11BHSD1 v burikach zona granulosa (169 a v lidskych i ov€ich OSE (168.167.168) Tento mechanismus
umozfiuje minimalizovat poovulaéni poskozeni tkané vajeéniku diky lokalnimu zvySeni protizanétlivé

pusobiciho glukokortikoidu.

U bunék lidského osteosarkomu MG-63 a aortalnich bb.hladkého svalu dochazi pod vlivem prozanétli-
vych cytokind nejen k zvySeni exprese 11BHSD1, ale navic reciproéné k snizeni exprese 11BHSD2
(169.170), Snizeni exprese 11BHSD2 pod vlivem prozanétlivé pusobiciho endotoxinu a TNF-a byla pro-
k&zéna v plicni tkani potkana a v buiikdch BEAS-2B, které byly odvozeny z bunék lidského bronchiél-
niho epitelu (7). Podobné nalezy byly popsany v praci na lidské placent&, podle které prozanétlivé cy-
tokiny inhibuji aktivitu placentarni 11BHSD2. Na inhibici placentarni 11BHSD2 prozanétlivymi cytokiny

se podili mechanismy zvySeni intracelularniho vapniku a inhibice adenylylcyklasy (172,
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Je mozné, Ze tato parakrinni regulace prozanétlivymi cytokiny zajistuje pfisluSnym bunkam zvySenou

koncentraci aktivniho kortikoidu a pfispiva tak k tlumeni zanétu.

Glukokortikoidy vyznamnym zpGsobem ovliviuji proces apoptézy v burikach imunitniho systému. Fy-
ziologicka koncentrace glukokortikoiddl indukuje proces apoptdzy v nezralych thymocytech béhem je-
jich klonalni selekce v thymu (173, zatimco zralé thymocyty jsou k fyziologickym hladinam glukokortikoi-
du relativné resistentni (174175) a apoptézu prodélavaji pouze pfi zvySeni hladiny glukokortikoid( na uro-
verl farmakologickych koncentraci (176.177), V praci na mysich splenocytech bylo prokazano, ze jedno-
razové podani inhibitoru 11BHSD kyseliny glycyrrhetinové zvysilo hladinu serového kortikosteronu, coz

bylo provazeno signifikantni involuci thymu a sleziny a zvy$enym poétem apoptickych splenocytd (178),

Vzhledem k tomu, ze kortikosteron napomaha pfi fagocytoze apoptotickych neutrofili dfefiovymi ma-
krofagy, hraje 11BHSD1 dUlezitou Ulohu pfi apoptoze imunitnich bunék, coz dokladaji prace na mysich
s 11BHSD1 -/-. Studie se zvifecimi modely mysi s deleci genu 118HSD1 -/- prokazaly, Ze 11BHSD1
hraje dlleZitou ulohu v pribéhu zanétlivé odpovédi a potencuje fagocytozu apoptotickych leukocytd
makrofagy. Makrofagy mysi s deleci genu 118HSD1 -/- mély omezenou schopnost fagocytozy v porov-
nani s kontrolnim kmenem mysi. Tato data spole¢né s informacemi o regulaci 11BHSD1 prozanétlivy-
mi cytokiny nasvédduji tomu, ze 11BHSD1 je zavzata do procesu, ktery urychluje akutni fazi zanétu
a nastoli fazi hojeni (79), Deficit reduktasové aktivity 11BHSD1 mlZze byt pfi¢inou omezené fagocytarni
kapacity apoptickych leukocytl makrofagy, coz mize vyustit v progresi chronického zanétu a riznych
autoimunitnich chorob (146.147). Qvlivnéni aktivity 11BHSD1 v makrofazich by mohlo v budoucnosti pfi-

spét k 1éCbé mnohych chronickych zanétlivych onemocnéni.

Mezi prvni dllezité studie vyzdvihujici dllezitost prereceptorového mechanismu glukokortikoidd, je stu-
die zabyvajici se farmakologickou inhibici 11BHSD u kozniho zanétu. Lokalni podani kortisolu tlumilo
koZni z&nét, aviak souCasné podani inhibitoru k.glycerrhetinové/11a.-hydroxyprogesteronu s kortiso-
lem vedlo ke snizeni zanétu o 70 %. Naproti tomu samotné podani téchto inhibitord (GA/11a.HP) zanét
tlumilo daleko méné (180). Inhibitory 11BHSD se jevi jako moZna perspektivni IéCiva nékterych autoimu-
nitnich chorob, coz dokladaji vysledky studie s mySim kmenem MLR Ipr/lpr, u kterého do$lo po podéani

inhibitoru 11BHSD1 - GA k oddaleni nastupu autoimunitniho zanétu (181,

Lze shrnout, Ze v pribéhu zanétu dochazi pod vlivem prozanétlivych cytokini k zvySeni exprese
11BHSD1, coz nasledné vede k zvySeni produkce cytokinl typu 2, dale k inhibici produkce prozanétli-
vych cytokinG a zlepSeni lokalni dostupnosti aktivnich glukokortikoid. Osvétleni problematiky tran-
skripénich regulaci 11BHSD1 v burikach imunitniho systému usnadni porozumét roli 11BHSD1 v za-

nétlivé reakci, coz muze mit dlleZity terapeuticky apekt v rdmci terapie ¢etnych zanétlivych onemocné-
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ni. Terapeutické vyuZiti inhibitord 11BHSD1 v kombinaci s glukokortikoidy nebo jejich samotné podani

se jevi jako jedna ze slibnych cest v 1é€bé autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni.

2.2.5. 11B-HYDROXYSTEROIDDEHYDROGENASA V PROCESU ONKOGENEZE
A TUMOROGENEZE

Glukokortikoidy patfi mezi faktory, které vyrazné zasahuji do vzniku a prubéhu nadorového bujeni. Na
bunécné Urovni jsou schopny inhibovat proliferaci a indukovat diferenciaci bunék, coz je dano jejich

schopnosti zastavit bunécny cyklus v G fazi (182183),

Ackoliv je znamo, ze glukokortikoidy reguluji transkripci mnoha gen(, pfesny mechanismus jakym

ovliviuji bunécnou proliferaci a diferenciaci je dosud nejasny.

Mezi nejvyznamngjsi cilové geny pro glukokortikoidy patfi cyklin-dependentni kinasy (CDK) se svymi
inhibitory (CDI) (18, Nékteré z téchto inhibitord jako napf. Cip/Kip rodiny jsou regulovany glukokortikoi-
dy, coz umoziuje zastaveni bunééného cyklu v Gy fazi (185, Abnormalni exprese CDI byla popsana
u lidskych tumor( hypofyzy a podobné i u mySich hypofyzarnich tumor( (186.187.188) 'y mysi s chybéjicimi
p18 a p27Kip1 inhibitory doSlo k rychlému rozvoji fatélnich hypofyzarnich adenom0 (189, Tento me-
chanismus je pravdépodobné zprostfedkovan pfimou trans-aktivaci exprese genu pro CDI, navic je
pravdépodobné, Ze glukokortikoidy zprostfedkovana trans-represe signalizace NF-«B taktéz pfispiva

ke kontrole priibéhu bunécného cyklu (190.191192),

Glukokortikoidy mohou také alterovat bunéény cyklus pomoci rastovych faktor(, které zplsobuiji zmé-
ny v tyrosinkinasovém signalu (1%, Bud se jedna o pfimé ovlivnéni exprese membranového receptoru

a nebo nepfimo skrze regulaci fosforylace proteinu.

Jak bylo vySe uvedeno, glukokortikoidy vyznamné potencuiji bunécnou proliferaci a diferenciaci. Na
koncentraci aktivniho glukokortikoidu v tkanich se vyznamné podili i enzym 11BHSD. Prvni typ tohoto
enzymu, 11BHSD1, funguje v intaktnich tkanich jako reduktasa, tedy katalyzuje konverzi neaktivniho
kortisonu na kortisol. Na buné&nych liniich SV-HFO lidského osteoblastu bylo prokazano, ze v pribéhu
buné¢né diferenciace dochazi u nediferencovanych osteoblastd k nardstu aktivity 11BHSD1, coz auto-
krinné zajiStuje poZzadované mnozstvi aktivniho glukokortioidu potiebného pro diferenciaci bunék. Do-
stateCné vysoka hladina zevné podaného glukokortikoidu inhibovala aktivitu i expresi 11BHSD1, coz
svédci o tom, Ze v priibéhu diferenciace osteoblastu jsou aktivita i exprese 11BHSD1 regulovany tak,

aby byla v tkanich udrzovana pozadovana koncentrace aktivniho glukokortikoidu (194),
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Je znamo, Zze v mnoha tumorosnich tkanich dochazi k vyraznému zvySeni aktivity 11BHSD2 oproti
zdravé tkani, zatimco nadprodukce 11BHSD1 proliferaci naopak snizuje. ZvySena exprese 11pHSD2
by tak mohla byt autokrinnim pro-proliferaénim mechanismem vzniku nadorovych onemocnéni, nebot
by omezovala obsazeni glukokortikoidnich receptord jejich ligandy, antiproliferacné pusobicimi gluko-
kortikoidy, viz obrazek 2.2.5.1.

11- BHSD2 :
kortisol

kortison 11-p HSD]
= F

diferenciace,

apoptoza,
proliferace T protizanétlivy
efekt

Obr. 2.2.5.1. Oba typy enzym0 11B8HSD a proces transaktivace. Interkonverze kortisolu (F)
a kortisonu (E) cestou 11BHSD1 a 11BHSD2 urcuje vazbu ligandu (F) na glukokortikoidni re-
ceptor (GR). Ligovany GR moduluje transkripci cilového genu vazbou na specificky GREs
(glucocorticoid response elements) nebo interakci s NFk-B (p50/p65) nebo AP-1 (fos-jun).
Inaktivace glukokortikoidu dehydrogenasovou aktivitou 11BHSD2 omezuje schopnost aktiv-
niho kortikoidu, coz usnadiiuje proliferaci. Reduktasova aktivita 11BHSD1 zvySuje lokalni
koncentraci kortisolu a vede kzvySené diferenciaci a mozna apoptéze (pfevzato z E.H.
Rabbitt, N.J.L. Gittoes, P.M. Stewart, M. Hewison, 11B-Hydroxysteroid dehydrogenases, cell pro-
liferation and malignancy, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 2003; 85: 5.416)

Rozdilny vliv obou typt dehydrogenas na bunéénou proliferaci potvrzuje prace s buné&nou linii osteo-
sarkomu ROS 17/2.8, ktera ve zvySené mife exprimovala bud lidskou 11BHSD1 nebo 11BHSD2.
Buriky se zvySenou expresi 11BHSD1 mély oproti kontrolam niz3i pocet proliferaci, a naopak u bunék
zvySené exprimujicich 11BHSD2 prevySoval pomér proliferaci vaéi kontrolam ©7. Zmény v expresi glu-
kokortikoidnich receptori neovliviiuji pisobeni obou typl 11BHSD na bunécnou proliferaci, coz poditr-

huje vyznam 11BHSD v tomto procesu.

Ackoliv jsou oba typy enzym(i 11BHSD produkty riiznych genl a jsou exprimovany v rlznych tkanich,
teorie o jejich oddéleném pulsobeni ve tkanich se nezda byt spravna. Pfi rozvoji nadorového bujeni
zfejmé hraje ulohu ,pfepnuti“ mezi antiproliferativné pusobici 11BHSD1 a pro-proliferatné pusobici
11BHSD2 (195),
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Pro-proliferacni ptsobeni 11BHSD2 dokladaji i prace provedené in vitro na bunéénych kulturach izolo-
vanych z karcinomu prsu MCF-7 a ZR-75-1, kde byl efekt antiproliferaéné plsobicich glukokortikoid(
inhibovan zvySenim aktivity 11BHSD2 (1%), Mimo vySe uvedené tkané byla exprese 11BHSD2 popsana
i v mnoha tumorech zahrnujici napf. osteosarkomy, prsni karcinomy, adrenélni adenomy a karcinomy,
plicni adenokarcinomy a tumory hypofyzy (197201, Tyto zavéry podporuji myslenku, podle které je
11BHSD2 zvazovana jako potencionalni onkogen. Mimo to je 11BHSD2 v pribéhu fetalniho vyvoje
zvySené exprimovana v tkanich, v kterych se v dospélosti jiz nevyskytuje, a jeji misto zde zaujima dru-
hy typ enzymu, 11BHSD1 (202,

Pravdépodobna pfifina snizené exprese 11BHSD1 a zvySené 11BHSD2 v nékterych tumorosnich tka-
nich neni dosud pIné vyjasnéna. Je mozné, ze odpovéd na tuto otazku je zakodovana v promotorové
oblasti obou typ enzym( 11BHSD. V promotorové oblasti genu 11BHSD1 se nachazi vazebna mista
pro NF-xB, CCAAT/enhancer vazebny protein (C/EBP), PPARy a GRE (glucocorticoid response
elements). Omezend aktivace v této genové oblasti by tak mohla vést k porucham proliferace a dife-

renciace bunék ve smyslu nadorového bujeni.

Kortisol sam je velmi silnym aktivatorem exprese 11BHSD1, coZ odrazi pfitomnost GRE uvnitf promo-
toru pro gen 11BHSD1. V jatrech je duleZitym aktivatorem exprese 11BHSD1 C/EBPa, zatimco
C/EBP jeho ucinek antagonizuje 2%, Vyznam C/EBPa pro bunécnou proliferaci a diferenciaci dokla-
daji prace, podle kterych zvySena exprese C/EBPa je doprovazena inhibici bunééné proliferace a nao-
pak snizena exprese C/EBPa. je asociovana se zvySenim syntézy DNA @4, Navic bylo prokazano, Ze
u nékterych malignit jako je akutni myeloidni leukémie %) nebo jaterni karcinom (%), je exprese
C/EBPa. snizena. DileZitou Glohu v regulaci exprese 11BHSD1 hraji i PPARy. Cetné studie potvrzuii
dulezitost PPARy u nador( jak z hlediska prognostického tak terapeutického, nebot' receptorovi ago-

nisté PPARy maji inhibi¢ni vliv na nadorové bujeni (207),

Na expresi 11BHSD2 se vyznamné podili vazebna mista Sp1 a NF-kB v oblasti proximalniho promoto-
ru. Na burikach osteosarkomu bylo prokdzano, ze aktivatory NF-xB maji silny vliv na inhibici exprese a
aktivity 11BHSD2 (169),

Nékteré prace svymi vysledky naopak teorii 0 11BHSD2 coby mozném onkogenu nepotvrzuji. Prace
na adrenalnich nebo prsnich tumorech naopak prokazaly zvySenou aktivitu 11BHSD1 a snizeni aktivity
u 11BHSD2 (208.209.210), Mimo to bylo prokazano, ze v pribéhu maturace a diferenciace dochazi ve sliz-
nici lidského kolon k naristu exprese 11BHSD2, ktera by zde naopak mohla slouzit jako marker
bunécné diferenciace nebo neoplastického procesu (7). Tabulka 2.2.5.1. uvadi kratky pfehled nékte-

rych studovanych tumord a jejich vztah k 11BHSD.
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Tabulka 2.2.5.1. Nékteré studované tumory a jejich vztah k 11BHSD

Typ tumoru

Zvysena exprese

Zvysena exprese

Efekt inhibitoru

Poznamky

118HSD1 (A/N) 118HSD2 (A/N) 11BHSD
Adenom hypofyzy | N A Kyselina 10x vy$Si exprese 11BHSD2 vici
(201) glycyrrhetinova 11BHSD1
inhibovala
proliferaci 0 30 %
Bunécna linie A; u linie ROS A; u linie ROS Glycyrrhetinova ROS 17/2.8p2 byly rezistentni
osteosarkomu 17/2.8B1 (zvySena | 17/2.8B2 (zvySena | kyselina tiumila ke kortisolu ve studiich zkoumajich
potkana ROS exprese exprese pro-proliferaéni proliferaci a diferenciaci oproti
1712.8 (47) 11BHSD1) 11BHSD2) efekt 11BHSD2 ROS 17/2.831, kde byla proliferace
inhibovéana
Bunééné kultury N A Glycyrrhetinova Efekt zevné podanych kortikoid(
karcinomu prsu kyselina zvysila byl vyznamné potlacen vzhledem
MCF-7 a ZR-75-1 antiprolifera¢ni k silné oxidasové aktivité téchto
(196) efekt syntetickych | bunék
kortikoid{i
Bunécné linie N A Neprovedeno Vyznamné asi 2-3 nasobné vyssi
osteosarkomu pocet glukokortikidnich receptor(
TE-85, MG-63, v nadorové tkani oproti burikam
Sa08S2, fibrosar- normalniho osteoblastu
kom Hs913T (197)
Adrenalni N A Neprovedeno ZvySena exprese 11BHSD2
adenomy v adenomech, a to vice v
a karcinomy nefunkénich a s preklinickou
(198,199) manifestaci m. Cushing oproti
adenomim s manifestaci m.
Cushing
Plicni N A Neprovedeno Histologické stadium tumoru
adenokarcinom korelovalo s imunoreaktivitou
(200) 11BHSD2 a MR
Adenomy A N Neprovedeno ZvySené exprese 11BHSD1
produkujici a snizeni 11BHSD2 usnadriuje
aldosteron- adenomdim jejich steroidogenni
aldosteromy (210) funkci
Kortisol A N Neprovedeno Aktivita a exprese 11BHSD1
produkujici a 11pHSD2 positivné a negativné
adenomy (208) korelovala s intracelularni
koncentraci kortisolu, oba typy
11BHSD potencuji sekreci
steroidnich hormon( v adenomu
Prsni karcinom Neprovedeno N Neprovedeno Exprese 11BHSD2 a MR byla
(209) zavisla na stadiu diferenciace
prsnich karcinom(
Adenokarcinom Neprovedeno N Neprovedeno Exprese 11BHSD2 je zavisla na
kolon (78) stadiu diferenciace a maturace
epitelu lidského kolon, 11HSD2
mUze slouzit jako marker stadia
vyvoje kolonocytu a jeho
neoplastickych zmén
A-ano, N-ne

DalSim moZnym mechanismem, kterym glukokortikoidy omezuji buné¢nou proliferaci, je schopnost
11BHSD1 metabolizovat nékteré karcinogeny. Jako pfiklad Ize uvést schopnost inaktivace nitrosaminG

tabakového koure (4-methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanonu) jaterni a plicni formou 11BHSD1

(211,212)
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V poslednich letech se poukazuje na mozny terapeuticky vyznam inhibitord 11BHSD v lécbé rakoviny.
Do popiedi se vyzdvihuje pfedevsim antiproliferativni efekt derivatl lékofice, konkrétné kyseliny
glycyrrhetinové a glycyrrhizinu 213214), Prace provedené na vzorcich bunék adenom( ziskanych z lid-
skych hypofyz prokazaly, Ze podani k. glycyrrhetinové vedlo k snizeni proliferace nadorovych bunék
030 % @1, Kyselina glycyrrhetinova je vjaponské mediciné kliCovou ingredienci protinadorovych
léCiv, nicméné derivaty Iékofice ovliviuji 11BHSD2 i v jejich klasickych cilovych tkanich jako jsou ledvi-
ny a mohou pak demonstrovat i svoje neZzadouci Ucinky, jako napf. symptomatologii AME. Je paradox-
ni, Ze zatimco inhibice 11BHSD2 k. glycerrhetinovou tumorogenezi oslabuije, inhibice 11BHSD1 muze

tumorogenezi naopak potencovat omezenou dostupnosti glukokortikoidnich ligandd.

Vzhledem k moZnym neZadoucim ucinkim, které se mohou vyskytovat pfi inhibici 11BHSD2, miZe byt

dalSi moznosti, jak potlait tumorogenezi, pfipadné zvySeni exprese 11pHSD1.
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3. CILE

Glukokortikoidy jsou steroidni hormony, které jsou znamy svymi antiproliferacnimi a protizanétlivymi
ucinky. Pro tyto vlastnosti jsou v mediciné s ispéchem pouzivany pfedev§im v terapii riznych nadoro-

vych a zanétlivych onemocnéni, ale i u mnoha dalSich chorob.

Biologicka aktivita glukokortikoid nezavisi pouze na poctu receptord, jejich plazmatické koncentraci
a responsibilité cilovych bunék, ale i na perifernim metabolismu glukokortikoid(, ktery ur€uje koncen-
traci aktivniho glukokortikoidu v tkani. Lokalni metabolismus glukokortikoidd v tkani katalyzuje enzym
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa, ktera se vyskytuje ve dvou typech, které se li8i v mnoha vlastnos-
tech, viz tabulka 2.1.1.1.

Prvni typ enzymu 11BHSD1 pracuje v intaktnich tkanich jako reduktasa, tedy konvertuje inaktivni ste-
roid kortison na aktivni formu kortisol. Naproti tomu druhy typ 11BHSD2 inaktivuje kortisol na kortison a
funguje tedy jako oxidasa. V poslednich letech se dostava stale vétSimu zajmu studium prereceptoro-
vého metabolismu glukokortikoidd, za ktery je v tkanich zodpovédna pravé enzym 11B-hydroxysteroid-

dehydrogenasa.

Cetna zanétliva a nadorova onemocnéni jsou spojena se zménami exprese a aktivity obou typd
11B-hydroxysteroiddehydrogenasy (viz kapitoly 2.2.4., 2.2.5.). Nespecifické stfevni zanéty a stfevni
proliferacniho G&inku glukokortikoidd, nicméné informace o prereceptorovém metabolismu kortikoid(

u téchto chorob jsou velmi omezené (77:219),

Vzhledem k vySe uvedenému a faktu, Ze jednou z obavanych komplikaci dlouhodobé trvajici ulcerosni

kolitidy je zvySené riziko vzniku kolorektalniho karcinomu, bylo cilem této prace objasnit roli 113-hydro-

xysteroiddehydrogenasy v patofyziologii nespecifickych stfevnich zanétli a stfevnim karcinomu. Kon-

krétné jsme fesili tyto otazky:

1) Dochazi u pacientl s ulcerosni kolitidou v postizeném kolon ke zménam v lokalnim metabolismu
kortikoid( a zménam exprese a aktivity obou typl enzym(i 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy?

2) Jsou zmény v lokalnim metabolismu kortikosteroid( u pacientd s ulcerosni kolitidou porovnatelné
s modely experimentalnich zvifecich kolitid?

3) Dochazi u pacientl se stfevnimi tumory ke zménam v lokainim metabolismu kortikoidl a zménéam

exprese enzym( 1 a 2 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy oproti ,zdravé® tkani?
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4. MATERIALY A METODY

4.1. Priprava a odbér vzorku

4.1.1. ZVIRECi MODELY ZANETLIVYCH CHOROB STREVNICH

4.1.1.1. Pouzita zvifata

K indukci modelll zvifecich kolitid byli pouziti samci rodu Wistar (chov Velaz, Praha) o hmotnosti
200-250 g, ktefi byli drzeni za standardnich chovnych podminek, ve 12 : 12 h svételném rezimu, krme-
ni a napajeni ad libitum. Samci byli rozdéleni do tfi skupin. Prvni tvofili samci s kolitidou indukovanou
kyselinou trinitrobenzensulfonovou (TNBS kolitida, n=16), druha skupina méla kolitidu indukovanou

dextran sulfatem (DSS kolitida, n=14) a tfeti skupina byla kontrolni (n=23).

TNBS a DSS kolitidy byly vybrany jako modely nespecifickych stfevnich zanétd vzhledem k tomu,
Ze TNBS imituje nékteré charakteristiky Crohnovy choroby, zatimco DSS znaky ulcerosni kolitidy.
Haptenem indukovana TNBS kolitida vytvafi v postizeném kolon transmuralni zanét, na jehoz vzniku
se podili mnohé interakce mezi rGznymi skupinami T-lymfocyt( (216), DSS kolitida vznika poSkozenim
barierové funkce povrchového epitelu, v kterém je nasledné indukovan zanét za Uc€asti aktivovanych

makrofagu a dal$ich imunitnich bunék @),

4.1.1.2.Postup indukce kolitidy
4.1.1.2.1. TNBS kolitida

Indukce TNBS kolitidy byla u zvifat provedena dle dfive popsané metody @), Dva dny pfed indukci
TNBS kolitida zvifata la€nila a pila pouze pitnou vodu, aby se dosahlo dostateéného vyprazdnéni rekta

a zamezilo se tak vypuzeni TNBS roztoku v pribéhu aplikace.

Po 48-hodinovém lacnéni nasledovala samotna indukce TNBS kolitidy. Za lehké etérové anesteze byl
zvifatlim intrarektalné zaveden polyethylenovy katetr, kterym bylo aplikovano 30 mg TNBS rozpusténé

v 0.2 ml 50% ethanolu do vzdalenosti cca 8 cm od anu. Kontrolni skupiné zvifat bylo podano stejné
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mnozstvi 0,9% roztoku NaCl. Po indukci kolitidy byla zvifata déle drZzena za stejnych chovnych podmi-
nek jako pfed indukci kolitidy. KaZdy den byla zvifata zvaZena. Zvifata byla usmrcena cervikaini dislo-
kaci 7.den po aplikaci TNBS.

4.1.1.2.2. Akutni a chronicka DSS kolitida

Akutni i chronicka DSS kolitida byla provedena dle dfive popsané metody (221), Akutni DSS kolitida byla
u zvifat indukovéana peroralnim pfijmem 3% roztoku DSS v pitné vodé, ktery byl zvifatim podavan

ad libitum. Zvirata pila pouze tento roztok po dobu 10dn0 pfed usmrcenim a odebranim vzork(.

V piipadé chronické kolitidy vystfidalo po desetidennim pfijmu 3% roztoku DSS piti pitné vody po dobu

20 dn0. Zvifata byla usmrcena cervikalni dislokaci na konci 3. cyklu podavani 3% roztoku DSS.

4.1.1.3. Odbér vzorku

Po pfetnuti kréni michy byl proveden okamzity odbér vzorku kolon. V pfipadé TNBS kolitidy byla ode-
brana ta Cast stfeva, kde bylo TNBS aplikovano. U DSS kolitidy byla odebrana distalni ¢ast kolon.
Vzorky stfeva z kazdého jedince byly pouzity pro méfeni myeloperoxidasové aktivity (MPO), enzymové
aktivity 11BHSD a zmén v expresi mRNA pro 11BHSD.

4.1.2. BIOPTICKE VZORKY LIDSKYCH ZANETLIVYCH CHOROB

Bioptické vzorky byly ziskany od pacientl (n=26), ktefi podstoupili béZnou diagnostickou kolonoskopii.
Biopsie byly ihned po odbéru viozeny do RNAlateru. VSechny bioptické vzorky byly histologicky verifi-
kovany na Ustavu patologické anatomie FNKV MUDr. Alexandrem Svecem. Vzorky pacienti s ulce-
rosni kolitidou byly odebrany ze zanétlivé zménéného kolon, které vykazovalo mirny az stfedni stupen
zanétu. Aktivita onemocnéni byla hodnocena dle Mayo Clinic skore '8, U vySetfovanych pacientl
s ulcerosni kolitidou bylo onemocnéni v jeho akutnim stadiu a byli zalé€eni 5-aminosalicylaty nebo kor-
tikosteroidy. Demograficka a klinicka data pacientd s ulcerosni kolitidou a kontrol demonstruje tabulka
41.2.1.

Kontrolni skupinu tvofili pacienti, ktefi byli vySetfovani pro symptomy obstipace nebo prijmd a nebo

v ramci onkologického skriningu. Biopsie byly odebrany z makroskopicky normélniho stfeva a jejich
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histologick& kontrola nepotvrdila zanét nebo jinou patologickou diagnozu. VSichni pacienti podepsali

informovany souhlas s odbérem bioptického vzorku.

Tab.4.1.2.1. Demograficka a klinicka data pacienti s ulcerosni kolitidou a kontrolnich subjektd

pacienti s ulcerosni kolitidou kontrolni skupina pacienti

Pocet pacientli (muZi/Zzeny) 8/6 6/6

Vék pacienti 63.0 (34.0-69.0) 64.5 (55.0-70.5)
Trvani chroroby (v letech) 6.5 (5.0-10.0) -

Mayo skore 3.5(3.0-5.0) -

Lécbha 5-aminosalicylaty 12 -

Lécba 5-aminosalicylaty + prednison 2 -

Hodnoty jsou uvedeny jako median (25.-75.percentil). Pacienti byli [é¢eni 5-aminosalicylaty v davce 2.0-2.5 g denné, davka
prednisonu byla 10 az 20 mg denné.

4.1.3. VZORKY Z OPERACNICH RESEKATU

Vzorky adenokarcinom( rekta a sigmatu spoleéné s okolni nenadorovou tkani byly ziskany z operac-
nich resekat 11 dospélych pacientt operovanych na Chirurgické klinice FNKV a FN Bulovka v Praze.
Skupinu pacientd ve vékovém rozmezi 52 — 75 let tvofili 3 Zeny a 8 muzl. Po vyjmuti resekatu byl
vzorek odebraného tumoru a okolni nenédorové tkané urceny pro stanoveni hladiny mRNA transpor-
tovan v RNAlateru (Ambion, Austin, TX). Na ostatni stanoveni byl vzorek rychle zamrazen v tekutém
dusiku a transportovan na suchém ledu s jeho naslednym uchovanim v tekutém dusiku pfi teploté

-80°C ne déle nez 1 tyden.

Pfed operaci nebyli pacienti Ié¢eni steroidy a 3 z nich podstoupili pfedoperacni ozafeni tumoru rekta.
Naméfené hodnoty u téchto tfi pacientl se pohybovaly vrozmezi intervalu naméfenych hodnot
u ostatnich pacientl. V klasifikaci tumor(i dle Dukese 19 pfevazoval stupefi B, mimo to byl zastizen 1x
stupeit A, C a D. Nebyla zaznamenana korelace mezi enzymovou aktivitou 11BHSD nebo mRNA

abundanci. Charakteristiku klinickych a demografickych dat skupiny pacientt ukazuje tabulka 4.1.3.1.

Studijni protokol byl vypracovan dle principu Etické komise 3.LF UK v Praze a vSichni pacienti s nim

vydali pisemny souhlas.

Tab. 4.1.3.1. Klinicka a demograficka data pacientl se stfevnimi tumory

Pocet pacientli (muzilzeny) 8/3

Vék pacientt 63.0 (52.0-75.0)
Radioterapie pred operaci 3

Skore dle Dukese A-1B-8, C-1, D-1
Lécha steroidy 0
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4.2. Méreni hladiny mRNA 11BHSD 1 a 2

4.2.1. ISOLACE RNA

4.2.1.1. Isolace RNA ze vzorku zvifecich modelt

Totalni RNA byla ze zaniceného kolon zvifecich modell extrahovana thiokyanatovou metodou (220),
Vizorek zaniceného kolon byl zhomogenizovan v ledovém denaturaénim roztoku (4 M guanidinthiokya-
nat; 25 mM citrat sodny, pH 7,0; 0,1 M B-merkaptoethanol; 0,5% sarkosyl; 1 ml roztoku na 100 g
tkang) na Polytronu PT 3000 (Kinematica AG, Svycarsko) pfi 130000t/min po dobu 1 minuty. Na 1 ml
pouzitého denaturacniho roztoku bylo k homogenatu pfidano 0,1 ml 2 M acetatu sodného, pH 4,0; 1 ml
vodou saturovaného fenolu a 0,2 ml smési chloroform-isoamylalkohol (49:1). Po protfepani a 15 min
inkubace pfi 4°C nésledovala centrifugace vzorku pfi 10 000 x g, 20 min, 4°C. Supernatant byl pfene-
sen do Cistych zkumavek a RNA 30 min precipitovana isopropylalkoholem v poméru 1:1(supernatant:
isopropylalkohol) pfi -20°C. Nasledovala opétovna centrifugace vzorku (10 000 x g, 20 min, 4°C),
peleta (RNA) rozpusténa v 0,4 ml denaturacniho roztoku a znovu precipitovana s 0,4 ml isopropylalko-
holu 30 min pfi -20°C. Nésledovala centrifugace (10 000 x g, 20 min, 4°C) , poté byla peleta omyta
v 75% ethanolu a vzorek znovu centrifugovan (10 000 x g, 10 min, 4°C). Supernatant byl odstranén,
RNA peleta byla vysuSena pfi 37°C, rozpusténa ve vodé pro injekce a uskladnéna pfi -70°C. Pro
odstranéni kontaminujici DNA ze vzorku byla pouzita RQ1-DNAsa postupem uvedenym dle navodu
vyrobce. Po prestipani bylo ke vzorku pfidano jednou tolik smési fenol:chloroform:isoamylalkohol
(25:24:1), nésledovala centrifugace (10 000 x g, 10 min, 4°C), horni vodna faze s RNA byla pfenesena
do novych zkumavek, kde byla RNA pres noc srazena (-20°C) pomoci 3 M octanu sodného, pH 5,0
a 96% ethanolu (vzorek: octan:ethanol, 1:0,1:4). Po precipitaci byl vzorek centrifugovan (10 000 x g,
20 min, 4°C), peleta byla omyta v 75% ethanolu a opét nésledovala centrifugace (10 000 x g, 20 min,

4°C), vysuSeni pelety, rozpusténi v vodé na injekce a uskladnéni pfi -70°C.

Zda vzorek obsahuje DNA i nikoliv bylo stanoveno pomoci PCR. Reakce byly provedeny na pfistroji
PCRcycler-Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Némecko) v celkovém objemu 25 ul dle navodu dodané-
ho s Taq DNA-polymerasou. Byl pouzit 3 mM MgClz, 0,1 mM dNTPmix (0,1 mM kazdy nukleotid dATP,
dTTP, dGTP, dCTP); 0,25 uM kazdy z pard primer( pro B-aktin, a nasledujici program: 95°C 2 min,
95°C 40 s, 60°C 30 s a 72°C 50 s, celkem 35x ; a 72°C 5 min. Po ochlazeni byl vzorek prestipan

ribonkleasou A 20 min pfi pokojové teploté (dle navodu dodaného s chemikalii). Ke vzorku bylo dale
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pfidano 5 ul 6x koncentrovaného vkladaciho pufru na elektroforézu. 18 ul vzorku bylo naneseno na
agarosovy gel (1 g agarosy povaren v 50 ml TAE pufru) a nasledna elektroforéza probéhla v TAE pufru
s ethidium bromidem (0,1 pg/ml) pfi 100 V pfiblizné 40 minut. DNA marker a pfipadné produkty ampli-
fikace byly vyhodnoceny v UV svétle. V pfipadé, ze v pivodnim vzorku s RNA byla pfitomna i DNA byl
vzorek znovu preStipdn DNAasou. Mnozstvi RNA ve vzorku bylo stanovemo absorbanci pfi 260 nm

na pfistroj Biophotometr (Eppendorf).

4.2.1.2. Isolace RNA z lidskych bioptickych vzorku

Totalni RNA byla extrahovéna a isolovana za pouziti Gene Elute Mammalian Total RNA Kitu dle firem-

niho navodu

4.2.1.3. Isolace RNA ze vzorku tumoru a okolni nenadorové tkané

Totalni RNA byla extrahovana z donesenych vzorkd tumor(l a okolni netumorosni tkané pomoci
TRIZOLu, postupovano bylo dle doporu¢eného navodu. K ovéfeni pfitomnosti kontaminujici DNA
a pfipadné k jejimu odstranéni bylo pouZito stejného postupu jako v kap 4.2.1.1., pouze primery byly

jiné. Byly pouzity primery pro lidsky aktin.

K stanoveni celkového mnozstvi RNA ve vzorku byl pouzit pfistroj Biophotometr, méfeni bylo prova-

déno pfi absorbanci 260 nm. RNA byla uskladnéna pfi -70°C.

4.2.2. SYNTEZA cDNA

Isolovana RNA byla pfepsana do cDNA pomoci Moloney murine leukaemia virus (M-MLV) reverzni
transkriptasy a oligo(dT) 12-18 primer(. Postupovano bylo podle firemniho protokolu. Do 20 pl reakce
bylo pouzito 3-7 ng totalni RNA. K stanoveni celkového mnoZstvi RNA ve vzorku byl pouZit pfistroj

Biophotometr, méfeni bylo provadéno pfi absorbanci 260 nm. RNA byla uskladnéna pfi -70°C.
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4.2.3. KVANTITATIVNi PCR

Produkt reverzni transkripce byl 10x nafedén a 1ul aliquotu byl pouzit pro kvantitativni stanoveni
hladin transkriptl metodou real time PCR. Pro méfeni byl pouzit pfistroj Light Cycler (Roche Diag-
nostics GmbH, Mannheim, Némecko) a souprava reagencii Light-Cycler-DNA Master Sybre Green |

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko).

4.2.3.1. Potkan

Pro kvantitativni PCR ze vzork( potkan0 byly pouZity primery, jejichZ sekvence jsou uvedeny v tabulce
4.2.3.1. @222

Tab. 4.2.3.1. Sekvence pouzitych primeri pro oba typy 11BHSD a B-aktin pro kvantitativni PCR ze vzorkl kolon
potkana

Sekvence primert v v poradi (5—3)

5-GAGTTCAGACCAGAAATGCTCC-3

11BHSD1 5-TGTGTGATGTGATTGAGAATGAGC-3
T 5-GATGTTCCCCTCGCCTGAA-3
5-ATGAGCAGTGCAATAGCTGCCTTG-3
S 5-CCGTAAAGACCTCTATGCCA3
5-AAGAAAGGGTGTAAAACGCA-3

Koncentrace vSech primert byla 0.5 pl, zatimco koncentrace MgCl, pro 11BHSD1 byla 3 mM, pro
11BHSD2 4 mM a 5 mM pro [B-aktin. Protokol pro amplifikaci 11BHSD1 a B-aktinu byl nasledujici:
10 minut aktivace polymerasy, nasledné 45 cykli amplifikace cDNA (95°C 15 s, 55°C 10 s, 72°C
15s). Protokol pro amplifikaci 11BHSD2 byl odlisny: 10 minut aktivace polymerasy nasledovany 45
cykly amplifikace cDNA (95°C 15s, 60°C 5's, 72°C 20 s). Po amplifikaci byla Cistota produktu ovéfena
dle teploty tani duplexu DNA. Pro analyzu byly pouZity tyto podminky: 95°C 10 s, 72°C 10 s (teplotni
spad vzdy 20°C/s) a 95°C 10 s (teplotni spad 0,1°C/s). Hladiny mRNA byly vypocteny dle standard-
nich kalibracnich kfivek odvozenych z cDNA ledvin pro kazdy par primerd a hodnoty pro 11BHSD1
a 11BHSD2 byly normalizovany k B-aktinu.

4.2.3.2. Lidské vzorky

Kvantitativni PCR z lidskych vzorkd byla méfena za pouziti primer(, jejichZz sekvence jsou uvedeny
v tabulce 4.2.3.2.1.

39



Tab. 4.2.3.2.1. Sekvence pouzitych primerd pro oba typy 11BHSD a B-aktin pro kvantitativni PCR ze vzorkii kolon
clovéka

Sekvence primer( v v poradi (5 —3)

11BHSD1 5-CTCGAGTCCGGATGGCTTTTTATG-3 5-
ACTTGCTTGCAGAATAGG-3
11BHSD2 5-ACCGTATTGGAGTTGAACACG-3
5-TCACTGACTCTGTCTTGAAGC-3
B-aktin 5-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3
5-CTGGTGCCTGGGGCG-3
TNF-t 5-AGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTT-3
5-ACGGCGATGCGGCTGATGGT-3
L1 5-CAGGCCGCGTCAGTTGTTGT-3
5-TTATATCCTGGCCGCCTTTGGTC-3

Protokol pro oba typy enzymu 11BHSD byl stejny a to: 10 minut aktivace polymerasy nasledovany 45
cykly amplifikace cDNA (95°C 15 s, 60°C 10 s, 72°C 25 s). Pro amplifikaci -aktinu byl pouzit odlisny
protokol: 45 cykll (95°C 15's, 54°C 10's, 72°C 7 s).

Protokol pro amplfikaci TNF-au byl nasledujici: 5 minut aktivace polymerasy nasledovany 45 cykly
amplifikace cDNA (95°C 10 s, 64°C 10 s, 72°C 20 s). Pro amplifikaci IL-1B byl pouzit podobny
protokol: 5 minut aktivace polymerasy nasledovany 45 cykly amplifikace cDNA (95°C 10 s, 64°C 10 s,
72°C 24 s).

U v8ech stanoveni byl vysledny produkt kontrolovan rozpoustéci analyzou, typicky pribéh rozpoustéci
analyzy ukazuje obr. 4.2.3.2.1.

1.2

11HSD2
0.8

11HSD1

0.6 4

0.4

Fluorescence dF/dT

0.2 A

0 -~ 2 ., -
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Teplota [°C]

——11HSD1 - - - 11HSD1 kontrola 11HSD2 - - - 11HSDZ kontrola

Obr. 4.2.3.2.1. Priibéh rozpoustéci analyzy.
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Obrazek 4.2.3.2.1. demonstruje typicky pribéh rozpoustéci analyzy pro produkty odpovidajici frag-
mentdm, které vznikly v prib&hu PCR za pouZiti primer pro 11BHSD1 a 11BHSD2. Charakteristicka
teplota produktu vznikajiciho pfi pouziti vySe uvedenych primer( pro 11BHSD1 je 88,5°C, zatimco pro
11BHSD?2 je to 92,0°C. Tato teplota odpovidéa teploté, pfi které je pouze 50 % pfitomné DNA vézéno
vodikovymi mUstky v dvojSroubovici a je pro dany Usek genu charakteristicka. Nespecifické produkty
vznikajici ve vzorcich, které tento gen neobsahuji, nevykazuiji na rozpous$téci analyze charakteristicky

pik.

Piky s vySe uvedenymi teplotami tani zaroven odpovidaly vznikajicim fragmentim DNA o velikosti 571
par( bazi pro gen 11BHSD1 a 477 par( bazi pro gen 11BHSD2. Vzorky bez reverzni transkripce
avzorky s velmi nizkou celkovou koncentraci cDNA neobsahovaly fragmenty o pfislusné velikosti

a teploté tani.

Velikost fragment( vznikajicich pfi PCR reakci byla ovéfena elektroforézou v 2% agarézovém gelu,
viz. obr. 4.2.3.2.2. Pro pfipravu gelu byl pouzit pufr o slozeni TRIS-acetat -EDTA. Bylo nana$eno 10 pl

vzorku z kapilary po probéhlé reakci. Elektroforéza probéhla za pfi napéti 90 mV po dobu 40 min.

118 HSD1 118 HSD2

- 477
571-

1 2 3 4 5 5 6 7 8 9

Obr. 4.2.3.2.2. Elektroforéza vzork(i tumori kolon a okolni nenadorové (zdravé) tkané 3 pacien-
tt s diagnozou adenokarcinomu kolon; 1 - zdrava tkan kolon pacienta ¢.1; 2 - zdrava tkan ko-
lon pacienta ¢.2; 3 - zdrava tkan kolon pacienta ¢.3; 4 - vzorek bez reverzni transkripce;
5 - DNA marker; 6 - tumor kolon pacienta ¢.1; 7 - tumor kolon pacienta ¢.2; 8 - tumor kolon pa-
cienta €.3; 9 - vzorek bez reverzni transkripce

Hladiny mRNA byly vypocteny ze standardnich kalibracnich kfivek, konstruovanych ze vzork(i nafedé-
né smési cDNA. Vysledky byly vypoéteny jako pomér 11BHSD1/B-aktinu, 11BHSD2/ B-aktinu, TNF-o /

B-aktinu a IL-1p/B-aktinu. Vechna méfeni byla provadéna v tripletech.
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4.3. Méreni aktivity 11BHSD

4.3.1. MERENi AKTIVITY 11BHSD 1 A 2 V TKANOVYCH REZECH

K neradioaktivnimu stanoveni aktivity 11BHSD v tkarovych Fezech bylo pouzito dfive popsané meto-
dy @23), Zvifata s experimentalné vyvolanym zanétem viz 4.1.1.2. byla usmrcena pferuSenim kréni
michy a zanicena Cast distalniho kolon byla vyjmuta, omyta ve fyziologickém roztoku a na ledu ogisté-
na od tukové tkané. Kolon bylo podélné roztfizeno, podélné rozdéleno na tfi ¢asti, z nichZ jedna
(m =250 mg) byla Ziletkou rozfezana na malé &asti a vioZzena do Erlenmayerovych banék (zbyvajici

dvé Easti byly pouZity pro méfeni MPO a RT-PCR).

Tkan stfeva byla inkubovana s kofaktory NAD™ (k stanoveni oxidasové aktivity) a NADP* (k stanoveni
reduktasové aktivity) v 10 ml Krebs-Ringerova pufru, ktery obsahoval (v mM) : 119,0 NaCl; 1,2 CaCly;
1,2 MgCly; 21,0 NaHCOs3; 2,4 K;HPO4; 0,6 KHoPO4; 10,0 glukosa; 2,5 glutamin; 0,5 B-hydroxybutyrat
sodny; 10,0 manitol. VSe bylo probublano pneumoxidem (95% O, 5% CO,) pfi pH 7,4. Doba preinku-
bace trvala 20 minut a probihala v neprody$né uzavienych barnkach pod atmosférou pneumoxidu pfi

konstantni teploté 37°C.

Po preinkubaci byla reakce zahajena pfidanim kortikosteronu (1,45x10%) a 11-dehydrokortikosteronu
(1,45x10), které slouzily jako substrat pro méfeni oxidasové resp. reduktasové aktivity enzymu
11BHSD. Vlastni doba inkubace trvala 80 minut, nasledné byla reakce zastavena na ledu. Nasledovala
centrifugace a extrakce steroidd (viz 4.6.) ze supernatantu. Tkanové fezy byly pouZity na stanoveni

suSiny a steroidy byly analyzovany na HPLC (viz 4.7.)

4.3.2. MERENi AKTIVITY 11BHSD 1 A 2 V TKANOVEM HOMOGENATU TUMORU
A OKOLNi NENADOROVE TKANI

Radioaktivni stanoveni aktivity 11BHSD 1a 2 bylo provedeno dle dfive popsané metody 2. Rozmra-
Zené vzorky tumorld a okolni netumorosni tkané kolon byly zhomogenizovany na pfistroji Polytron
PT 3000 (Kinematica AG, Svycarsko) v ledovém pufru dle dfive popsaného protokolu (3 za vytvoreni
20% homogenatu. Homogenaty byly sonikovany 20 s a nasledné byly centrifugovany pfi 1000 x g /10
minut pfi teploté 4°C. Supernatant byl odebran a stanoveno v ném mnoZstvi proteinu dle Bradfordo-

vé (225) yiz 4 5.
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Po 10ti minutové preinkubaci reakéni smési obsahujici 1ml supernatantu o koncentraci proteinu
1 mg/ml a 0,4 mM NAD" byla oxidasovéa aktivita enzymu zahajena pfidanim 20 nM [3H] kortikosteronu.
Po 10 minutové preinkubaci reakéni smési obsahujici taktéz 1 ml supernatantu o koncentraci proteinu
1 mg/ml, dale 0,4 mM NADP" a 50 mM natrium pyrofosfat (inhibitor pyrofosfatas eliminujici konverzi
NADP" na NAD"), byla reduktasové aktivita enzymu zahajena pfidanim 5,02 uM kortikosteronu (5 uM
neradioaktivniho a 20 nM radiaktivniho steroidu). Inkubace reakéni smési probihala pfi 37°C 60 minut.
Po inkubaci byla reakce zastavena na ledu, vzorky zcentrifugovany pfi 3000 x g po dobu 15 minut.
Nasledovala extrakce steroidl (viz 4.6.), odpafeni v dusiku a analyza na HPLC (viz 4.7.). Vysledky
byly vyjadfeny v pmol vzniklého produktu na miligram proteinu za hodinu. Méfeni vzork( probihala

v dubletech.

4.4. Stanoveni MPO

Tize zanétu byla hodnocena méfenim aktivity enzymu myeloperoxidasy, ktery se nachazi v cytoplaz-

mé neutrofild infiltrujici zanétlivou tkan. Stanoveni MPO bylo provedeno metodou dle Bradleyho 226),

K méfeni byly pouzity vzorky distalniho kolon potkanu s indukovanou TNBS a DSS kolitidou, které byly
po odbéru ihned zamrazeny a skladovany pii teploté -70°C. Tkan byla nejdfive 3x zamrazena a roz-
mrazena, zhomogenizovana na pfistroji Polytron PT 3000 (Kinematica AG, Svycarsko) v 50 mM fosfa-
tovém pufru (pH 6.0) s 0,5% hexadecyltrimethylammonium bromidem (HETAB). Nésledovala 10 se-
kundova sonikace a poté 15 minutova centrifugace pfi 40 000 g. Aktivita MPO byla méfena v superna-
tantu spektrofotometrickou metodou pfi absorbanci 460 nm. Reakéni smés kazdého vzorku obsaho-
vala 0,1 ml supernatantu, 2,9 ml 50 mM fosfatového pufru o pH 6,0, ktery obsahoval 167 mg/ml
o-dianisidine dihydrochloridu a 0,0005% peroxid vodiku.

Aktivita MPO byla vyjadrena v jednotkach enzymatické aktivity za minutu na miligram tkané. Jako jed-
na jednotka enzymové aktivity bylo definovdno mnozstvi enzymu schopné degradovat 1 pumol H,0,

v pribéhu 1 minuty pfi teploté 22°C.

43



4.5. Stanoveni proteinu

Ke stanoveni proteinu v tkaovém homogenatu byla pouzita metoda dle Bradfordové (225, Objem mé-
fené reak¢ni smési byl 1,1 ml a obsahoval: 1 ml reakéniho Cinidla CBBS (25 mg Coomassie Brilliant
Blue v 12,5 ml 96% ethanolu + 25 ml 85% k. fosfore¢né, doplnéno vodou na objem 250 ml a pfefiltro-
vano), vzorek nebo hovézi sérovy albumin (BSA) a 50-100 ul pufru o nasledujicim slozeni: (ve v mM,
pH 7,4) — 250 sacharosa, 10 nM Na-fosfat a 1 nM PMSF 2, Po uplynuti dvou minut po aplikaci reak-
¢niho €inidla byly v dubletech vzork( méreny absorbance pfi 595 nm. Kalibracni kfivka byla sestrojena

pro hodnoty proteinu v rozmezi 4-10 g proteinu v reakéni smési.

4.6. Extrakce steroidu

Pro extrakci steroidd u radioaktivnich i neradioaktivnich vzorkd byly pouZity kolonky reverzni faze C-18
Sep-Pak (Waters, Milford, MA, USA). Po promyti kolonky methanolem (5 ml) a vodou (5 ml) byl nane-
sen vzorek a nasledné byla kolonka opét promyta vodou (4 ml) a dale vysuSena proudem vzduchu. Po
extrakci steroidu 1,5 ml methanolu byl vzorek odpafen pod dusikem pfi teploté 45°C. Vzorky byly
uskladnény pfi -20°C. Oba typy vzorku (radio i neradioaktivni) byly analyzovany vysokouc¢innou kapali-

novou chromatografii — HPLC.

4.7. Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

4.7.1. HPLC - NERADIOAKTIVNi METODA - TKANOVE REZY

Analyza vzork( kortikosteroidi byla provedena vyuZzitim metody vysokoUg¢inné kapalinové chromato-
grafie na pfistroji Hawlett-Packard HP 1100 (Palo Alto, CA, USA). Jednotlivé vzorky byly rozpustény
v 50 pl methanolu, z toho 20 ul vzorku bylo aplikovano na kolonu LiChrospher 100 RP 18 (Merck,
Darmstadt, Némecko). Kolona o rozmérech 125 x 4 mm méla teplotu 46°C. Eluce probihala pfi prito-
kové rychlosti 1 ml/min po dobu 25 minut, byl vyuzit linearni gradient voda-metanol od 65:35 (v/v)
do 38:62 (v/v). Nasledovalo pétiminutové izokratické promyti 100% methanolem pfi pritokové rychlosti

2 ml/min.
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V pribéhu dalSich 8 minut byla kolona ekvilibrovana smési voda-methanol 65:35 pfi pritokové rychlos-
ti 1,7 ml/min, poté pfi pratoku 1 mi/min. UV absorbance byla méfena pfi 254 nm. Kalibrace se pohybo-
vala vintervalu 0,1-5 ug steroidi na jeden nastfik. Identifikace byla provedena srovnanim eluénich
¢asu. Kontrola sloZeni jednotlivych produktd byla provedena hmotnostnim detektorem dle dfive popsa-

né metody (228),

4.7.2. HPLC - RADIOAKTIVNi METODA - TKANOVY HOMOGENAT

Analyza kortikosteroid znacenych radioaktivnim tritiem byla realizovana stejné jako u neradiaktivnich
vzorkU na pfistroji Hewlett-Packard HP 1100. Vzorky byly rozpustény v 50 ul methanolu, 20 pl vzorku
bylo naneseno na kolonu LiChrospher 100 RP 18 (125 x 4 mm Merck, Darmstadt, Némecko). Eluce
probihala pfi pritokové rychlosti 1ml/min po dobu 15 minut za vyuZiti linearniho gradientu voda-metha-
nol od 58:42 (v/v) do 38:62 (v/v), teplota kolony byla opét 46°C. Nasledovalo pétiminutové izokratické

promyti kolony 100% methanolem pfi pratokové rychlosti 1,5 ml/min.

Poté nasledovala pétiminutova pfiprava pro naneseni dalsiho vzorku, pfi které byly kolona promyta
smési voda-methanol 58:42 (v/v). Detekce [-zafeni byla provedena detektorem Beckman 171

(Beckman, Fullerton, CA, USA). Identifikace byla stanovena na zakladé porovnani elu¢nich ¢ast.

4.8. Pouzité chemikalie

4.8.1. ZVIRECI A LIDSKE KOLITIDY

Dusik a pneumoxid (Technoplyn-Linde, Praha, CR), trinitrobenzensulfonova kyselina /TNBS/ (Fluka,
Buchs, évycarsko), dextransulfat /DSS/ (MP Biomedicals, USA) RNAlater (Ambion, Austin, TX, USA),
B-hydroxybutyrat sodny, Coomassie Brilliant Blue, NAD", hexadecyltrimethylammonium bromid
(HETAB), NADP", o-dianisidine dihydrochlorid, Gene Elute Mammalian Total RNA Kit a BSA ( Sigma ,
St.Luis, MO, USA), kortikosteron (Serva, Heidelberg, Némecko), oligo(dT) 12-18 primery (Gibco, BRL),
oligo(dT) 12-18 primery (Invitrogen, Groningen, Nizozemi), Moloney murine leukaemia virus (M-MLV)
reverzni transkriptasa (Gibco, BRL), Moloney murine leukemia virus reverzni transkriptasa (Invitrogen),
RQ1-DNAsa (Sigma), Light-Cycler-DNA Master Sybre Green | mix (Roche Diagnostics Ltd, Lewes,
UK), FastStart DNA Master SYBR Green | kit ( Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko), agarosa
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a 6x koncentrovany vkladaci pufr na elektroforézu (Top Bio, Praha), 11-deoxykortikosteron (Calbio-

chem, La Jolla, CA,USA), ostatni chemikalie (Lachema, Brno, CR) v p.a. kvalité

4.8.2. STANOVENI AKTIVITY A EXPRESE MRNA 11BHSD V LIDSKYCH TUMORECH
A OKOLNi NENADOROVE TKANI

Sacharosa, Natrium fosfat, Coomassie Brilliant Blue, pufr o sloZzeni TRIS-acetat-EDTA, NAD" a BSA
(Sigma, St.Luis, MO, USA), 1,2,6,7[3*H]-kortikosteron o specifické aktivité ~79Ci/mmol (Amersham
International, Aylesburg, Velka Britanie), TRIZOL (Gibco BRL, Karlsruhe, Némecko), oligo(dT) 12-18
pfimery (Gibco, BRL), M-MLV reverzni transkriptasa (Gibco, BRL), PMSF, Fast Start DNA Master
Sybre Green | kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko), 11BHSD1, 11BHSD2 a B-aktin
primery (PGEM-T Easy Vector System, Promega, Madison), agarosa a 6x koncentrovany vkladaci pufr

na elektroforézu (Top Bio, Praha)

4.9. Statistické metody

4.9.1. ZMENY EXPRESE A AKTIVITY OBOU TYPU ENZYMU 11BHSD VE VZORCICH
STREVA ZVIiRECICH MODELU ZANETLIVYCH STREVNICH CHOROB

Data byla vyjadfena jako aritmeticky primér + stfedni chyba aritmetického priméru (SEM). Statisticka
vyznamnost byla hodnocena neparovym Studentovym testem a hladina vyznamnosti byla volena

95 %. K porovnani regrese zmén obou typt 11BHSD béhem zanétu byla pouZita regresni analyza.

4.9.2. ZMENY EXPRESE OBOU TYPU ENZYMU 11BHSD V BIOPTICKYCH VZORCICH
ULCEROSNI KOLITIDY

Data byla presentovana jako median a 25.-75. percentilové rozpéti. Statisticka vyznamnost rozdilu me-
zi kolitidou a kontrolni tkani byla testovana Mann-Whitney U-testem. Hladina vyznamnosti byla volena

95 %. Hodnoceni bylo provedeno za pomoci programu Statistica v.6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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4.9.3. ZMENY AKTIVITY A EXPRESE OBOU TYPU ENZYMU 11BHSD VE VZORCICH
LIDSKYCH TUMORU STREVA A OKOLNi NENADOROVE TKANI

Data byla vyjadrena jako aritmeticky primér + stfedni chyba aritmetického prameéru (SEM). K porovna-
ni aktivity 11BHSD a mRNA abundance 11BHSD v neoplastické a okolni netumorosni tkani byl pouzit
neparametricky Wilcoxonuv test. Hladina vyznamnosti byla stanovena 95 %.
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5. VYSLEDKY

5.1. 11BHSD a zanétlivé strevni choroby

5.1.1. 11BHSD A ZViRECi MODELY ZANETLIVYCH CHOROB STREVNICH

V8echna zvifata, ktera méla indukovanou TNBS nebo DSS kolitidu, demonstrovala ke konci lécby

symptomy prijmu, krvaceni z rekta a vahovy Ubytek.

Tize zanétu u obou modell kolitid byl kvantifikovan méfenim aktivity enzymu myeloperoxidasy. U zvi-
fat s indukovanou kolitidou bylo pozorovano zvySeni aktivity myeloperoxidasy v zaniceném kolon opro-

ti zdravym kontroldm. Porovnani aktivit MPO sumarizuje tabulka 5.1.1.1.

Tab. 5.1.1.1. Aktivita myeloperoxidasy ve vzorcich kolon zvirecich kolitid a kontrol

Vzorek
Aktivita MPO 1.940.3 232+45 16.1+3.2
CTRL =kontroly; TNBS = kolitida indukovana k.trinitrobenzensulfonovou, DSS = kolitida indukované dextransulfatem;
aktivita MPO je vyjadfena v U/ g tkéné, 1U enzymové aktivity je definovana jako mnoZstvi enzymu schopné degradovat
1umol H2 02 za 1 minutu pfi teploté 22 <C, P< 0.01. Data uvedena jako aritmeticky pramér + SEM

Ke studiu zmén obou typd 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy modeld zvifecich kolitid byly pouzity
metody kvantitativni RT-PCR a neradioaktivni stanoveni aktivity 11BHSD v tkanovych fezech. Ve
vSech studovanych vzorcich byla méfena hladina mRNA obou typt enzym( 11B-hydroxysteroiddehyd-
rogenasy a ziskané hodnoty byly vztazeny k B-aktinu jako internimu standardu. Obrazek 5.1.1.1A zna-
zorfuje, Zze exprese mRNA 11BHSD1 byla signifikantné zvySena v zanétlivé zménéném kolon obou
modeld zvifecich kolitid. Naproti tomu mRNA 11BHSD2 vykazovala vy$$i expresi ve zdravé tkani stfe-

va kontrol oproti zanétlivé zménénému kolon modell zvifecich kolitid, viz obrazek 5.1.1.1B.

144 A *% B
12 H * %k 4 -
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g 104 k3]
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0 - 0 -
CTRL  TNBS DSS CTRL  TNBS DSS

Obr. 5.1.1.1. Hladiny mRNA 11BHSD1 (obr. A) a 11BHSD2 (obr. B) u kontrolnich zvifat
(CTRL) a zvifat s indukovanou kolitidou (TNBS nebo DSS). Hodnoty jsou vyjadieny
jako arbitrarni jednotky vztazené k B-aktinu (aritmeticky prdmér + SEM; CTRL: n=12;
TNBS: n=17; DSS: n=10). *P< 0.05 nebo **P< 0.01 v porovnani s kontrolnimi zviraty
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Tyto vysledky nasvédéuji tomu, Ze v pribéhu stfevniho zanétu dochazi k zvyseni exprese 11BHSD1

mRNA a naopak omezeni exprese 11HSD2 mRNA.

Regresni analyza neprokézala signifikantni korelaci mezi mnoZstvim mRNA 11BHSD1 a mRNA
11BHSD2 v zaniceném kolon. Tato data naznacuiji, ze mezi zvySenou expresi 11BHSD1 a tiZi zanétu
neexistuje jednoducha korelace, pravdépodobné protoZe 11BHSD2 je exprimovana pouze v kolonocy-
tech.

K stanoveni aktivity obou typd enzymd 11BHSD byla pouzita metoda neradioaktivniho stanoveni v tka-
Aovych fezech, nebot reduktasova aktivita 11BHSD1 neni v homogenatu stabilni. Ve vSech vzorcich

byla nalezena jak reduktasova tak oxidasova aktivita 11BHSD, viz tabulka 5.1.1.2.

Tab. 5.1.1.2. Méreni aktivity 11BHSD v tkani stfeva kontrol a modeli kolitid
\ CTRL TNBS DSS

Oxidasova aktivita 59.8 + 6.2 (23) 21.3+2.0(16) 28.1+£3.4(14)
Reduktasova aktivita 78+0.9 14.3+2.1* 12.0 £ 2.0
Vysledna aktivita 520+6.3 70+28* 16.0 £ 2.9
Podil aktivit 10.6+2.6 2.5+0.6* 3.1+0.6*

CTRL =kontroly; TNBS = kolitida indukovana k. trinitrobenzensulfonovou, DSS = kolitida indukovana dextransulfatem,
hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér + SEM, poCet zvifat je uveden v kulatych zavorkach. Aktivita enzymu je
vyjadfena v nanogramech 11-dehydrokortikosteronu (11-oxidace) nebo kortikosteronu (11-redukce) vzniklého za hodinu
na mg susiny. Vysledna aktivita je definovéna jako rozdil oxidasové a reduktasové aktivity. *P<0.01 v porovnani

s kontrolnimi zvifaty

Z vysledku je patrno, ze ve zdravém stfevu pfevazuje oxidasova aktivita (konverze kortikosteronu na
11-dehydrokortikosteron), ktera odrazi aktivitu 11pHSD2. Redukce 11-dehydrokortikosteronu na korti-
kosteron, kterd vyjadfuje reduktasovou aktivitu 11BHSD1, tvofila pouze 10 % 11-dehydrogenasové

aktivity.

Oproti tomu dosSlo u potkanu s indukovanou kolitidou (TNBS nebo DSS) k vyznamnému poklesu oxida-
sové a zvySeni reduktasové aktivity, nicméné ve stfevé pretrvavala oxidasova aktivita i v pfipadé zvifat
s kolitidou. Pokles poméru obou aktivit z hodnoty cca 10 o 70 — 75 % odrazi snizeni 11-oxidace dopro-
vazené 11-redukci. Podobné jako u exprese mRNA nebyla pozorovana korelace mezi oxidasovou

a reduktasovou aktivitou 11BHSD v zanétlivé zménéném kolon.

5.1.2. 11BHSD V LIDSKYCH BIOPSIICH ULCEROSNI KOLITIDY

Skupinu vySetfovanych vzorkl tvofilo 14 vzork( s diagnosou ulcerosni kolitidy, zbylych 12 vzork tvofi-
lo kontrolni skupinu. Kazdy vzorek tvofil skupinu nejméné ffi biopsii, v pfipadé ulcerosni kolitidy ode-

branych ze zanétlivé zménéného kolon, u kontrolnich vzork( z makroskopicky zdravé tkané.
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Za pouziti specifickych primer pro lidskou 11BHSD1 (571 bp) a 11BHSD2 (477 bp) byla ve vSech sle-
dovanych bioptickych vzorcich detekovana exprese obou typl enzymt 11BHSD. Hladina mRNA obou
11B-hydroxysteroiddehydrogenas byla vztaZzena na ,housekeeping“ gen B-aktin. Mnozstvi 11BHSD1
a 11BHSD2 transkriptu demonstruje obr. 5.1.2.1. 2 5.1.2.2.
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Obr. 5.1.2.1. Exprese mRNA 11BHSD1 (resp. pomér mRNA 11BHSD1 k mRNA
B-aktinu) u zdravych kontrol (CTRL) a pacienti s ulcerosni kolitidou (UC). Statis-

ticka analyza provedena Mann-Whitney U-testem prokazala signifikantné vyssi
expresi mMRNA 11BHSD1 u pacient s kolitidou (P< 0.001)
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Obr. 5.1.2.2. Exprese mRNA 11BHSD2 (resp. pomér mRNA 11BHSD2 k mRNA
B-aktinu) u zdravych kontrol (CTRL) a pacientt s ulcerosni kolitidou (UC). Statis-

ticka analyza provedena Mann-Whitney U-testem prokazala signifikantné nizsi ex-
presi mRNA 11BHSD2 u pacientt s kolitidou (P< 0.01)
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v v

rozpéti 0.82-1.77) oproti pacientim s ulcerosni kolitidou (median 3.48, 25.-75. percentilové rozpéti
2.96-6.78; P<0.001), naproti tomu mRNA 118HSD2 vykazovala zvySenou expresi ve zdravé tkani stfe-
va (median 1.00, 25.-75. percentilové rozpéti 0.62-1.37) nez v tkani zaniceného kolon (median 0.33,
25.-75. percentilové rozpéti 0.24-0.49; P<0.01). Hladiny mRNA 11BHSD1 a 11BHSD2 u pacient(i s ul-
cerosni kolitidou, ktefi byli lé¢eni prednisonem, se nachazely uvnitf intervalu skupiny naméfenych hod-
not a proto byly zahrnuty do hodnoceného souboru. Vysledky naznaduiji, ze u ulcerosni kolitidy docha-
zi k zvy3eni exprese mMRNA 11BHSD1 a sniZeni exprese mRNA 11BHSD2.

V lidskych biopsiich byla méfena i hladina mRNA prozanétlivych cytokini TNF-a s IL-1B. Exprese
mRNA prozanétlivych cytokinli byla u pacientd s ulcerosni kolitidou signifikantné zvySena oproti kon-
trolnim bioptickym vzorkdm. Porovnani hladin mRNA prozanétlivych cytokind u pacientd s ulcerosni
kolitidou a v kontrolnich biopsiich demonstruje tabulka 5.1.2.1.

Tab. 5.1.2.1. Hladiny mRNA TNF-q. a IL-18 u zdravych kontrol a pacienti s ulcerosni kolitidou
Hladina Hladina Hladina L IEGIE]

mRNA TNF-a u UC mRNA TNF-o. u CTRL mRNA IL-18 u UC mRNA IL-1B u CTRL
Median 5.55 2.01 0.61 0.07

25.-75.percentil 2.53-11.71 1.00-2.78 0.51-0.75 0.04-0.11

CTRL = kontrolni skupina zdravych pacientii; UC = pacienti s ulcerosni kolitidou,; P<0.001

K objanéni, zda exprese mRNA obou typ enzym( 11BHSD v bioptickych vzorcich pacientu s ulceros-
ni kolitidou odrazi zmény vzniklé zanétem a neni ovlivnéna Iécbou, bylo provedeno stanoveni exprese
mRNA 11BHSD1 a 11BHSD2 ve vzorcich kolon u zvifat s indukovanou chronickou DSS kolitidou. Z&-
nét v kolon u DSS kolitidy byl kvantifikovan aktivitou enzymu myeloperoxidasy. U zvifat s indukovanou
chronickou DSS kolitidou byla prokazana signifikantné zvySena aktivita MPO oproti zdravym kontro-
lam, viz tabulka 5.1.2.2.

Tab. 5.1.2.2. Aktivita myeloperoxidasy ve vzorcich kolon zvirecich kolitid a kontrol

CTRL DSS
Median 1.1 5.1
25.-75.percentil 0.6-1.4 2.6-7.6

CTRL =kontroly,; DSS =kolitida indukovana dextransulfatem, aktivita MPO je vyjadiena v U/ g tkané, 1U enzymové
aktivity je definovana jako mnoZstvi enzymu schopné degradovat 1 mol Hz O2za 1 minutu pfi teploté 22 °C, P<0.001

ZvySena exprese mRNA 11BHSD1 a naopak snizena exprese mRNA 11BHSD2 byla nalezena u zvifat
s chronickou kolitidou v porovnani se zdravymi kontrolami, viz tabulka 5.1.2.3. Obdobné redukce
11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron vyjadfujici aktivitu enzymu 11BHSD1 byla zvySené u zvifat
s kolitidou oproti zdravym kontrolam, oxidace kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron representujici

pfedevsim aktivitu enzymu 11BHSD2 byla snizena.
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Tab. 5.1.2.3. Exprese mRNA a enzymova aktivita obou typi enzymi 11BHSD u zvifat s kolitidou a kontrolnich zvirat
Parametr CTRL DSS Hodnota P

Exprese mRNA (pomér k mRNA B-aktinu)

11BHSD1 1.6 (1.3-1.8) 7.8 (4.8-13.1) <0.003
11BHSD2 4.7 (3.8-6.8) 1.7 (1.0-3.2) <0.003
Enzymova aktivita (ng/h.mg)"

11B-oxidace 34.8 (27.3-47.0) 21.2 (15.7-24.0) <0.003
11-redukce 6.8 (4.0-9.4) 16.4 (6.4-21.0) <0.03

Hodnoty jsou uvedeny jako median (25.-75.percentil), kazdou skupinu tvofi 7-10 zvifat
TEnzymové aktivita je uvedena v nanogramech 11-dehydrokortikosteronu (11B-oxidace) nebo kortikosteronu (11-redukce)
vytvofeného za hodinu na miligram su$iny

5.2. 11BHSD a strevni tumory

Stanoveni aktivity a exprese obou typl enzym( 11BHSD bylo provedeno u 11 dospélych pacientl

z operacnich resekat( adenokarcinomu rekta a sigmatu a okolni nenadorové tkané.

Exprese mRNA 11BHSD2 byla prokadzana v tkani adenokarcinomu i okolni nenadorové tkani.
11BHSD2 byla signifikantné vice exprimovana v okolni nenadorové tkani oproti tkani adenokarcinomu.
Exprese 11BHSD2 v tkani adenokarcinomu tvofila 41 + 6 % exprese okolni nenadorové tkané, viz obr.
5.2.1.
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Obr. 5.2.1. Rozdily v expresi 11BHSD1 a 11BHSD2 mRNA mezi neoplas-
tickou a nenadorovou okolni tkani stfeva pacientl s kolorektalnim karci-
nomem (n=10). Exprese 11BHSD2 mRNA byla signifikantné zvySena
v neoplastické tkani oproti kontrolni nenadorové tkani stfeva (P=0.005).
V abundanci 11BHSD1 mRNA nebyl signifikantni rozdil.
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Aktivita 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 (konverze kortisolu na kortison) byla méfena v tkariovém
homogenatu a byla prokdzana ve vSech vzorcich tumorl i v okolni nenddorové tkani. Aktivita

11BHSD2 v tkani tumoru tvofila 59 + 4 % aktivity okolni nenadorové tkané, viz obr. 5.2.2
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Obr. 5.2.2. Rozdily aktivit 11BHSD1 11BHSD2 (v pmol/h.mg.prot.) mezi neo-
plastickou a nenadorovou tkani stfeva u pacientt s kolorektalnim karci-
nomem (n=11). Aktivita 11BHSD2 byla signifikantné nizsi (P=0.012)
a 11BHSD1 vyssi (P=0.028) v neoplastické tkani oproti kontrolni nenado-
rové tkani kolon.

Z danych vysledkl je patrno, ze se snizenou expresi 11BHSD2 mRNA v tkani tumoru oproti okolni
nenadorové tkani korelovala i snizena aktivita tohoto typu enzymu. To znamena, ze v tkani tumoru do-
chazi v porovnani s okolni nenadorovou tkani k omezenému odbouravani aktivniho glukokortikoidu

kortisolu.

Exprese 11BHSD1 mRNA byla detekovana ve v8ech vzorcich nadorové i okolni nenadorové tkang,
a stejné jako u 11BHSD2 bylo mnozstvi naméfené mRNA vztazeno na ,houskeeping gen® B-aktin.
Zatimco exprese 11BHSD2 mRNA byla v nadorové tkani vSech vzorku redukovana, exprese 113HSD1
mRNA v nadorové tkani se mezi pacienty liSila — v nékterych vzorcich byla zvy3end, v jinych snizena
a nebo nezménéna oproti kontrolni, okolni nenadorové tkani, viz obr. 5.2.1. 11BHSD1 mRNA v neo-
plastické tkani byla primérné zvySena o 398 + 176 % oproti kontrolni tkani. Aktivita 11BHSD1 byla
v kontrolni, nenadorové tkani nedekovatelnd nebo velmi nizka, zatimco aktivita v nékterych vzorcich

neoplastické tkané byla jasné zvy3ena, viz obr. 5.2.2.
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6. DISKUZE

Glukokortioidy maiji nezastupitelné misto v 1é¢bé nespecifickych stfevnich zanétl, nebot ovliviuiji cet-
né molekuly, mediatory a buriky imunitniho systému, které zasahuji do priibéhu zanétlivé reakce. Je-
jich podani v priibéhu zanétlivé reakce mimo jiné ovliviiuje distribuci, mnozstvi a funkci bunék imunitni-
ho systému, redukuje expresi enzymu cyklooxygenasy a tvorbu jejich prozanétlivych produktl, snizuje
expresi snad vSech znamych adhesnich molekul a ovliviuji Fadu rGznych transkripénich faktort jako je

napf. NF-kB a AP-1, které moduluji produkci prozanétlivych cytokinG a dalSich mediator( zanétu.

ucinek. Glukokortikoidni receptory mohou byt aktivovany pouze aktivni formou glukokortikoidu (korti-
sol, kortikosteron) a ne jejich oxo-derivaty jako jsou 11-dehydrokortikosteron a kortison. Alterace v lo-
kalnim metabolismu glukokortikoid(i by tak mohla pfispét k rozvoji riznych zanétlivych chorob a zaro-

ven ovlivnit priibéh jejich terapie.

Klicovou ulohu v lokalnim metabolismu glukokortikoidd hraje enzym 11B-hydroxysteroiddehydrogena-
MRL lpr/lpr mysi (181, V této praci omezilo podani inhibitoru 11BHSD kyseliny glycyrrhetinové protein-
urii a sniZilo hladinu IgG v seru. Obdobné také nélez 25-nédsobné vysSi suprese prozanétlivych cytoki-
nb IL-1, IL-6 a TNF-a v pfipadé dexamethasonu oproti kortisolu 229 |ze vysvétlit nejen jako dlsledek
zménéné schopnosti aktivity koaktivatort a korepresord glukokortikoidnich receptor(, ale také jako du-

sledek toho, Ze dexamethason unika lokalni kontrole enzymy 118HSD1 a 11BHSD2 (230),

Dalsi prace potvrzujici dulezitost 11BHSD v patogenezi zanétu byla provedena na mesangialnich bun-
kach ledviny (163), PGsobeni prozanétlivych cytokinG TNF-a a IL-1B na glomerularni mesangialni buriky
(GMC) zvysilo expresi PLA2 a soucasné stimulaci reduktasové aktivity 11BHSD1. 11BHSD1 zpétnova-
zebné inhibovala prozanétlivé pisobeni TNF-a a IL-1B a zéroven inhibovala cytokiny indukovanou ex-
presi PLA2 v téchto bufikach. S obdobnymi nalezy jako u GMC se Ize setkat i ulcerosni kolitidy, kde je
vyznamné zvySena hladina prozanétlivych cytokind TNF-a a IL-1p 2312%2) j PLA2 2%3), avSak o roli

11BHSD v patofyziologii nespecifickych stfevnich zanétu je znamo velmi malo 15

Vysledky nasi prace ukézaly, Ze v pribéhu zanétu dochazi v lidském kolon i kolon zvifecich modelQ
akutni (TNBS a DSS kolitida) i chronické kolitidy (DSS kolitida) k zvySeni exprese a aktivity 11BHSD1
a naopak snizeni exprese a aktivity 11BHSD2. Vzhledem ktomu, Ze v mnoha tkanich funguje
11BHSD1 spiSe jako reduktasa a 11BHSD2 pouze jako oxidasa, mohla by se takovym mechanismem
zvysit v zaniceném kolon intracelularni koncentrace aktivniho kortikoidu. Za tento recipro¢ni posun

v aktivité a expresi obou typl enzym( 11BHSD v tkani zanétlivé zménéného kolon jsou pravdépodob-
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né zodpovédné prozanétlivé cytokiny jako TNF-a a IL-1f (163.169) které obdobnym zplsobem ménily
aktivitu i expresi obou typt 11BHSD i v jinych tkénich (169.170), Potkani s indukovanou TNBS kolitidou
méli signifikantné zvySenou hladinu prozanétlivych cytokind (23423, Tyto cytokiny zvy3uji aktivitu

i expresi 11BHSD1 v mnoha tkanich v zavislosti na jejich koncentraci (124.170.236),

Nami zjisténa snizena exprese i aktivita 11BHSD2 v bioptickych vzorcich ulcerosni kolitidy neni pro
tuto chorobu specifickym nalezem, s obdobnymi nalezy se Ize setkat i u nespecifickych ulcerosnich
lézi kolon, divertikulitidy a nebo u ischemické kolitidy. Redukovana aktivita 11BHSD2 by tak mohla byt
spiSe nasledek sliznitniho zanétu, ktery je v pfipadé ulcerosni kolitidy spjat jak s regeneraci tak

fibrotizaci tkané kolon (215),

Bylo prokazano, Ze v prubéhu maturace a diferenciace kolon dochazi k postupnému zvySovani expre-
se 11BHSD2 v epitelu kolonocytl, kdy maximalni hodnoty exprese 11BHSD2 nalezneme v superficial-
nich burikach krypt dospélych jedinct (7). Pokud vezmeme v Uvahu, Ze ve sliznici kolon pacientt
s ulcerosni kolitidou byl dokumentovan zvySeny obrat a inkompletni maturace kolonocytt @37.238) mize
byt tento fakt vysvétlenim omezené exprese 11BHSD2. Nalezy snizené exprese 11BHSD2 pacient(
s ulcerosni kolitidou by mohly vysvétlit poruchy absorpce vody a elektrolytd, které ulcerosni kolitidu

doprovazi.

PfestoZze u ulcerosni kolitidy dochazi k zvySeni lokalni koncentrace aktivniho glukokortikoidu diky sti-
mulaci exprese mMRNA 11BHSD1 a naopak redukci exprese mRNA 11BHSD2, otazkou zlstava persis-
tence tohoto chronického zanétu. Neni vylouceno, ze vysledna koncentrace protizanétlivé pusobiciho
kortisolu je u pacientl s ulcerosni kolitidou nedostatecna diky omezené suprimované aktivité druhého
typu enzymu — 11BHSD2, ktery kortisol zase odbourd. Timto mechanismem by mohla 11BHSD pfispi-
vat k dalSimu vyvoji a trvani zanétu. S obdobnymi nalezy v expresi a aktivité obou typl 11BHSD se Ize

setkat v praci na synovialnich burkach pacientt s revmatoidni artritidou 239,

Glukokortikoidy indukuiji expresi 113-HSD1 v mnoha typech bunék zahrnujici napf. lidské osteoblas-
ty @3) primarni kultury lidskych preadipocyti ©9 nebo primarni kultury koznich fibroblast(i 40, Vzhle-
dem k tomu, ze tyto prace naznacuji stimulaéni efekt glukokortikoidt na expresi 11BHSD1 © a u ne-
specifickych stfevnich zanét dochazi k aktivaci HHA osy @41, neni vylou¢en stimulacni efekt glukokor-

tikoid( na expresi stfevni 11BHSD1.

V nasi praci byly hladiny mRNA 11BHSD1 naméfené u pacientl s ulcerosni kolitidou lécenych per-
oralnimi kortikoidy v mezich naméfenych hodnot mRNA 11BHSD1 pacientd s ulcerosni kolitidou nelé-
¢enych steroidy. S obdobnymi zavéry se Ize setkat i v praci studujici expresi obou typd 11BHSD u pa-

cientd s diagnosou lepry |. typu. Pocate¢ni zvySena exprese 11BHSD1 v koznich lIézich téchto pacien-
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ti se béhem terapie prednisonem neménila, coz koreluje s naSimi vysledky. Na modulaci exprese
11BHSD1 by tak mohly mit vyznamnéj$i vliv prozanétlivé cytokiny oproti glukokortioidiim (242, NaSe vy-

sledky tak nepodporuiji teorii o stimulaénim pUsobeni kortikoidu na expresi mRNA 11BHSD1.

11BHSD1 se ve stfevu nachazi v nonepitelialnich buiikach lamina propria submukosy ("), konkrétné
v monocyto-makrofagovém systému a nékterych T-lymfocytech (162243), Na bunééné Urovni proto zvy-
Seni 11BHSD1 v zanétlivé zménéném kolon mize odrazet zmény v téchto imunokompetetivnich buri-

ké&ch lamina propria. Aktivita 11BHSD1 byla tmérna tvorbé Th1 cytokin T-bufkami 243),

Naproti tomu 11BHSD2 se ve stfevu exprimuje pouze v epiteliich kolon ), a u pacientl s ulcerosni ko-

litidou zde nachazime snizenou imunoreaktivitu 11BHSD2 215,

NaSe vysledky podoporuji teorii, podle niz prozanétlivé cytokiny reguluji pisobeni biologicky aktiv-
nich glukokortikoidt nejen stimulaci hypotalamo-hypofyzarni osy, ale souCasné i skrze para a intra-

krinni mechanismy, kterymi ovliviiuji prereceptorovy metabolismus glukokortikoidd v cilové tkani
(124,169,170,244,245)

Protoze vyznamnou ¢ast konzervativni terapie pacientd s nespecifickymi stfevnimi zanéty tvofi lécba
kortikoidy a anticytokinové terapie, je mozné, ze alterace v lokalnim metabolismu glukokortikoidud ces-
tou 11BHSD by mohla pfispét k patogenezi téchto onemocnéni. ZvySena exprese 11HSD1 umoziuje
buiikdm zvysit intracelulari koncentraci aktivniho kortikoidu, reciproéni inhibice exprese 11BHSD2

tento proces potencuje.

V tkani stfeva pacientl s ulcerosni kolitidou jsme nalezli zvySenou expresi 11BHSD1 a snizeni exprese
11BHSD2, coZ umoziuje potlatovat zanétlivou reakci produkci aktivniho glukokortikoidu pfimo v misté

zanétu.

Vyznam 11BHSD v patogenezi mnoha onemocnéni se v sou¢asné dobé zaéina prosazovat i ve farma-
kologickém primyslu a to z hlediska mozného terapeutického ovlivnéni tohoto enzymu. Zajem far-
maceutickych firem obraci pozornost predev§im na vyzkum a syntézu specifickych, nesteroidnich
inhibitord 11BHSD1 jako jsou napf. adamantylové, benzothiazolové nebo oxazolonové derivaty, které
selektivné inhibuji 11BHSD1 a tim snizuji lokalni koncentraci glukokortikoidu v dané tkani. Je mozné,
Ze tyto latky najdou uplatnéni v terapii lidskych chorob jako je obezita, diabetes mellitus 2. typu nebo
metabolicky syndrom (246.247248) " Je otazkou, jestli by naopak facilitace reduktasové aktivity 11BHSD1
s naslednym zvy3enim intraceluldrni koncentrace aktivniho glukokortikoidu nepfispéla k terapii zanétli-
vych onemocnéni. ProtoZe nedostateéné odklizeni apoptickych bunék tkaAovymi makrofagy pfispiva
k chronicité zanétu, mohla by byt modulace aktivity 11-HSD1 téchto bunék obdobné ucinna jako celko-

vé podané kortikoidy (179,
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Jak bylo uvedeno vySe, zvySeni koncentrace aktivniho glukokortikoidu Ize dos&hnout i inhibici
11BHSD2, aviak v tomto pfipadé se pfidruzuji nepfijemné nezédouci ucinky syndromu AME, viz kap.
2211,

Vyznam chronického zanétu jako predisponuijiciho faktoru v procesu nadorového buijeni je dlouhodobé
znamym faktem. Jako pfiklad navaznosti chronického zanétu na tumorogenezi Ize uvést chronicky
gastroesofagealni reflux indukujici karcinom jicnu, proliferujici zanétlivou atrofii indukuijici karcinom
prostaty a chronickou kolitidu spojenou se vznikem kolorektalniho karcinomu @49, zajimava je spojitost

zvySeného poctu ovulaci s rizikem karcinomu ovarii (67),

Na pribéhu zanétlivého procesu se Ucastni mnoho molekul a mediatord zanétu, jako napf. prozanét-
livé plsobici prostaglandiny a COX-2, které soucasné potencuji i tumorogenezi, aktivované makrofagy
a lymfocyty jsou v zanétlivém loZisku zdrojem prozanétlivych cytokind, ristovych a angiogenetickych

faktord, které pfispivaji k pfechodu chronického zanétu v neoplasticky proces (249-253),

Glukokortikoidy maji schopnost potlaCovat pribéh zanétlivého i nadorového procesu na mnoha mis-
tech, coZ bylo dokumentovano v kapitolach 2.2.4. a 2.2.5., nicméné je tfeba pfipomenout i to, Ze ovliv-
Auji i mikroprostfedi tumoru, které pfispiva k progresi nadorového procesu tvorbou riznych stromal-

nich proteinG a faktorl angiogeneze.

Jak bylo jiz zminéno, lokalni metabolismus glukokortikoidl je v burikach regulovan enzymem 11p-hy-
droxysteroiddehydrogenasou. Exprese tohoto enzymu ovliviuje i bunéénou proliferaci “7, coz nazna-

¢uje, ze 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa by mohla sehrat roli i v procesu tumorogeneze (1%),

11BHSD1 v burikach zvySuje lokalni koncentraci antiproliferaéné pasobiciho kortikoidu, naproti tomu
11BHSD2 mé ucinek opacny. Pokud vezmeme v Gvahu, Ze v mnoha tumorech byla prok&zana vysoka
exprese 11BHSD2 a naopak snizena exprese 11BHSD1, podporuji tato data hypotézu, ktera pfisuzuje
11BHSD2 roli potencionalnho ,onkogenu® (197201, \iyznamnou podporu ziskala tato hypotéza na zakla-
dé vysledkl velké kohortni studie s lidskymi tumory hypofyzy, kde byla vyznamné zvySena exprese
11BHSD2 (asi 10x) oproti 11BHSD1, ktera byla naopak znaéné redukovana (asi 0,2x), navic podani
kyseliny glycyrrhetinové, inhibitoru 11BHSD2, vyznamné omezilo proliferaci a potencovalo uéinek korti-
solu. Protoze v praci nebyla prokézana Zadna 11BHSD1 aktivita, ale zna¢na 11BHSD2 aktivita, je evi-
dentni, Ze tady GA blokovala 11BHSD2 aktivitu 291, S podobnymi nalezy se Ize setkat i u nékterych
adrenalnich adenomd, kde byla zvySena exprese 11BHSD2 zodpovédna za fenotypovou manifestaci

adenomu (198),

Ackoliv byla zvySena exprese 11BHSD2 dokumentovana v mnoha tumorech, nékteré prace tato data

nepotvrzuji. V pracech s adrenalnimi a prsnimi tumory byla prokazana snizend exprese mRNA

of



11BHSD2 v nadorové tkani 208-210) stejné jako v nasi praci nebo imunostudii na stfevnim adenokarci-

nomu (77,

Oproti snizeni 11BHSD2 v nadorové tkani byla hladina mRNA 11BHSD1 i jeji aktivita u nékterych pa-
cientdl zvySena, stejné jak tomu bylo u nékterych adenomi produkujicich kortisol nebo aldoste-
ron (208210) Divod této rozsahlé variability v expresi 11BHSD1 mezi nadorovou a nenadorovou tkani
téchto pacientl neni zndm. Jednim z vysvétleni mohou byt i zmény v nonepitelialnich burnkach stroma-
tu nadoru. Je znamo, ze v kolon je 11BHSD2 lokalizovana pouze v jeho epitelu, zatimco 11BHSD1 je

v kolon exprimovana v burikach lamina propria a to v imunitnich burikach a fibroblastech (45.56.162),

Svoji tlohu na Siroké variabilité v expresi mRNA 11BHSD1 v nadorové tkani maze hrat i velikost vzor-
ku, nebot vzorek neobsahoval Cisté naddorovou tkar, ale i okolni tkar tumoru kolon. Jak bylo vySe uve-
deno, 11BHSD2 je ve zdravém stfevu exprimovana v jeho epitelu, stejné tak i v bunéénych liniich kar-
cinomu kolon jako jsou HT-29 a CaCo burky byla prokdzana exprese pouze tohoto typu enzymu
11BHSD. 11BHSD1 je v kolon lokalizovana v buiikach lamina propria. Pokud vezmeme v Gvahu fakt,
Ze okoli tumoru provazi in vivo zanétliva reakce, mize byt divodem rozdilné exprese mRNA 113HSD1

mezi vzorky tumoru i rozdilna mira zanétlivé infiltrace v jeho okoli.

V okolni nenadorové tkani byla u vétSiny vzork( prokazana velmi nizka aktivita 11BHSD1, coz pied-
poklada nizkou aktivitu 11BHSD1 v kontrolni tkani. Pfitomnost 11BHSD1 ve vétsiné vzorku nadorové
tkané naznacuje, ze nékteré tumory jsou schopny produkovat glukokortikoidy, coz by mohlo byt pfed-

métem dalSich studii.

Vyznam 11BHSD1 b&hem procesu bunééné diferenciace byl prokazan na bunééné linii lidského osteo-
blastu SV-HFO. V téchto burikach byla potvrzena pfitomnost ,molekularniho switche®, ktery kontroluje
expresi a aktivitu 11BHSD1 a tak tvorbu prodiferenciaéné plsobiciho kortisolu. Pfitomnost exogenni-
ho, prodiferenciacné plsobiciho glukokortikoidu tlumi aktivitu 11BHSD1, zatimco absence exogenniho
glukokortikoidu indukovala expresi i aktivitu 11BHSD1. Jinak fe¢eno, 11BHSD1 usnadiuje diferenciaci
a mineralizaci osteoblastl tim, ze autokrinné ovliviiuje svoji reduktasovou aktivitu a tak tvorbu kortisolu
v zavislosti na stadiu diferenciace bunék a lokalni koncentraci glukokortikoidu ('%8), Alterace tohoto me-
chanismu, ktery cestou 11BHSD1 vyznamné ovliviiuje proces diferenciace bunék, by tak mohl pfispét

k procesu tumorogeneze.

V mnoha tkanich jako jsou jatra nebo plice m& 11BHSD1 pouze reduktasovou aktivitu, tedy zvySuje
koncentraci antiproliferaéné plsobiciho glukokortikoidu v burikach, nicméné existuji buriky, kde tomu
tak neni. Jako pfiklad Ize uvést omentaini preadipocyty, kde byla prokdzana pouze dehydrogenasova

aktivita, srovnatelna reduktasova i oxidasova aktivita byla nalezena napf. v neuronélnich burkéach,
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Leydigovych burikach a v transfekovanych HEK burikach (254-257), Zména aktivity 11BHSD1 z dehydro-
genasové na reduktasovou v priibéhu vyvoje omentalnich preadipocytl na adipocyty je pravdépodob-
né autokrinnim protektivnim mechanismem, ktery diky zménam aktivity 11BHSD1 usnadriuje preadipo-
cytlm jejich proliferaci a nasledné pak zase maturaci. Zména redutasové aktivity 11BHSD1 na dehyd-
rogenasovou v pribéhu maturace Leydigovych bunék pravdépodobné brani inhibiénimu plsobeni glu-

kokortikoid( na produkci T-bunék.

Jak bylo vySe uvedeno, srovnatelnd oxidasova i reduktasova aktivita byla nalezena i v dalSich buné¢-
nych systémech, av3ak pficina tohoto posunu v aktivité¢ 11BHSD1 neni znama. V tvahu pfichazi exis-
tence dalSiho, tfetiho typu 11BHSD, avsak jeho existence v lidskych tkanich dosud nebyla prokézana

a studie na tkanovych kulturach tomu ani nenasvédcuji 254).

VhodnéjSim vysvétlenim se zda dostupnost kofaktoru pro 11BHSD1. Pomér mezi mikrosomalnim
NADPH a NADP* je zavisly na aktivitt enzymu hexosa-6-fosfat dehydrogenasy (H6PDH), ktera je
stejné jako 11BHSD1 orientovana do lumen endoplazmického retikula ($0.2%8), \/zajemna koexprese
téchto enzymd tak zajiStuje dostatecné mnoZzstvi kofaktoru pro reduktasovou aktivitu 11BHSD1. Altera-
ce dostupnosti kofaktoru cestou HG6PDH by tak mohla pfispét k pfevaze dehydrogenasové aktivity
11BHSD1 v burikach a snizeni lokalni koncentrace antiproliferané plsobiciho glukokortikoidu, tedy

mohla by byt po 11BHSD2 dal$im potencionalnim ,onkogenem®.

Dal§im mechanismem, kterym by mohla 11BHSD1 ovlivnit proces tumorogeneze, je tvorba karbo-
nylovych derivatl, potencionalnich karcinogend, za které je zodpovédna reduktasova aktivita
11BHSD1 @2, Nelze vSak opomenout, Ze 11BHSD1 patfi k duleZitym enzymdm, které se uplatiiuji
v procesu biotransformace mnoha latek zahmujici exogenni aldehydy, ketony a chinony. K alteraci
detoxifikacni kapacity 11BHSD1 vede fada faktor(i zahrnujici genetické faktory a faktory prostfedi,
interakce s exogennimi a endogennimi substraty nebo inhibitory jako jsou napf. lékofice, karbenoxo-
lon, dexamethason, furosemid nebo etanol. Mimo to provazi deficitni aktivitu 11BHSD1 i Fada chorob
jako je napf. hypertenze, chronické renalni selhani, hypertyreoza nebo alkoholovy exces. Alterace
v aktivité 11BHSD1by tedy mohla vést k akumulaci pro organismus Skodlivych latek. Napf. chronicka
konzumace alkoholu usnadriuje karcinogenni plsobeni NKK diky inhibiénimu pusobeni etanolu na
11BHSD1 (259),

Je otdzkou, zda by 11BHSD1 nemohla ovlivnit neoplasticky proces v tkéni kolon skrze PPARY (,peroxi-
some proliferator-activated receptors®). PPARy jsou znamy svymi antiproliferativnimi, proapoptotickymi
a diferenciaCnimi ucinky, pro které jsou intenzivné studovany v ramci vyzkumu protinadorové terapie.

Exprese PPARYy je regulovéana i glukokortikoidy, jejichz U¢inek mize modulovat 11BHSD1. Na tuko-
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vych burikéach ziskanych z biopsii tukové tkané diabetikd 2. typu bylo prokézano, ze exprese 11BHSD1

v tukové tkani signifikantné korelovala s expresi PPARy (260),

Role PPARy v neoplastickém procesu kolon je kontroverzni, nebot byl popsan jak supresni efekt
PPARYy ligandu na stfevni tumor 28", tak stimulacni pisobeni PPARy agonisty na proces kanceroge-
neze u karcinomu kolon (%62, Studie s agonistou PPARY troglitazonem prokézala, Ze troglitazon indu-
koval stfevni tumor nejen na kmenu mysi s genetickou dispozici k stfevnimu karcinomu, ale zéroven
i u mySi bez genetické predispozice k nadorovému bujeni (263, coz jasné prokazuje vyznam PPARy

v nadorovém procesu karcinomu kolon.

Lze shrnout, Ze zména aktivity 11BHSD1 a s tim souvisejici i koncentrace aktivniho glukokortikoidu

v tkani by mohla ovliviiovat expresi PPARy a nésledné i potencionélni nadorovy proces.

Ve vzorcich nadorové tkané bylo prokazano, Ze ve vétsiné vzorku dochazi k omezenému odbouravani
kortikoid(i a v nékterych tumorech k zvySeni tvorby kortisolu z jejich 11-keto derivatl, coz znamena, ze
v nadorové tkani je zvySena lokalni koncentrace aktivniho kortikoidu oproti nenadorové tkani. Tato
data nepodporuji hypotézu, v které je 11BHSD2 uvadéna jako potencionalni onkogen, naopak doku-

mentuji moznou spojitost tumorogeneze s redukci 11BHSD2 a zvySenim 11BHSD1 (208.209.210),

Nelze vyloudit, ze tyto zmény v lokalnim metabolismu glukokortikoidd pfispivaji k procesu tumoroge-
neze. Jak bylo vy3e uvedeno, mikroprostfedi tumoru potencuje nadorovy proces diky produkci ¢etnych
stromalnich protein(i a faktoru rlistu a angiogeneze, a je znamo, ze nékteré z téchto proteind jsou re-

gulovany glukokortikoidy (264.264),

Lze tedy shrnout, Ze kolorektalni karcinom doprovazi snizeni 11BHSD2, tedy v nddorové tkani dochazi
k snizenému odbouravani aktivniho glukokortikoidu. Naproti tomu aktivita a exprese 11BHSD1 byla
zvySena pouze v nékterych vzorcich. Vzhledem k tomu, Ze tento typ enzymu je exprimovan v nonepi-

telialnich burikach stromatu, mohou zde vytvorené steroidy hréat roli pfi rozvoji nadoru.
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7. ZAVER

Cilem této prace bylo pfispét k osvétleni problematiky prereceptorového metabolismu glukokortikoid(
u zanétlivych chorob stfevnich a stfevniho karcinomu. Vzhledem k tomu, ze glukokortikoidy hraji vy-
znamnou Ulohu v patogenezi a Ié¢bé obou chorob, mohla by alterace lokalniho metabolismu glukokor-
tikoidd cestou 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy pfispét k blizSimu objasnéni patogeneze obou cho-

rob a eventuelné i k jejich terapii. V praci byly feSeny tyto otazky:

1) Dochazi u pacientl s ulcerosni kolitidou v postizeném kolon ke zménam v lokalnim meta-

bolismu kortikoidl a zménam exprese obou typu 118-hydroxysteroiddehydrogenasy?

V bioptickych vzorcich kolon pacientu s diagnosou ulcerosni kolitidy byla prokazana exprese obou typu
enzyml 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy. Exprese obou typl enzym( 11B-hydroxysteroiddehydro-

genasy byla stejné tak prokazana i v biopsiich kontrolni skupiny vzork( obsahujici zdravou tkan kolon.

Exprese mRNA 11BHSD1 byla v zanétlivé zménéném kolon pacientu s ulcerosni kolitidou signifikantné
vy$8i oproti expresi 11BHSD1 v kontrolni zdravé tkani kolon. Naproti tomu exprese mRNA 11BHSD2
byla vy$§i v kontrolnich vzorcich zdravého kolon nez ve vzorcich pacientd s ulcerosni kolitidou. Hladi-
ny mRNA 11BHSD1 a 11BHSD2 u pacientl s ulcerosni kolitidou, ktefi byli IéCeni prednisonem, se na-
chazely uvnitf intervalu skupiny naméfenych hodnot ziskanych z bioptickych vzorkd pacientl s ulce-

rosni kolitidou neléCenych kortikoidy.

Hodnoty exprese mRNA prozanétlivych cytokind TNF-a a IL-18 byly signifikantné zvySeny v tkani

kolon pacientu s ulcerosni kolitidou oproti tkani kontrolni.

Lze shrnout, ze ulcerosni kolitida je doprovazena zvySenim exprese 11BHSD1 a sniZenim exprese

11BHSD2 v tkani zanétlivé zménéného kolon.

2) Jsou zmény v lokalnim metabolismu kortikosteroid(i u pacientd s ulcerosni kolitidou poro-

vnatelné s modely experimentalnich zvirecich kolitid?

Ke studiu nespecifickych stfevnich zanétl byly vytvofeny dva modely experimentalnich zvifecich koli-
tid, konkrétné model kolitidy s kyselinou trinitrobenzensulfonovou (TNBS) a model dextransulfatové
kolitidy (DSS). Tyto dva modely byly zvoleny vzhledem k tomu, Ze kazdy z nich representuje jeden
z nespecifickych stfevnich zanétu. TNBS kolitida simuluje nékteré znaky Crohnovy choroby, zatimco
DSS kolitida ulcerosni kolitidy. U obou modelt do$lo pfi indukci z&nétu k signifikantnimu zvySeni

aktivity enzymu myeloperoxidasy, ktery je ukazatelem tiZze zanétu.
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Exprese mRNA 11BHSD1 byla u obou modelu kolitid signifikantné vy$Si oproti expresi mRNA
11BHSD1 v kontrolni tkani, zatimco exprese mRNA 11BHSD2 byla zvy3ena ve zdravé tkani oproti za-
nétlivé zménénému kolon obou modeld kolitid. Regresni analyza neprokazala signifikantni korelaci
mezi expresi mMRNA 11BHSD1 a mRNA 11BHSD2 v zanétlivé zménéném kolon. Tato data naznaduiji,
Ze mezi zvySenou expresi 11BHSD1 a snizenou expresi 11BHSD2 neexistuje jednoduchy vztah, prav-

dépodobné protoze 11BHSD2 je exprimovana pouze v kolonocytech.

Abychom zjistili, zda zmény aktivity a exprese obou typl 11BHSD vytvofenych modell kolitid spolu
koreluji, byla aktivita 11BHSD méfena v tkafovych fezech. V obou modelech i zdravé tkani byla nale-
zena oxidasova i reduktasova aktivita 11BHSD, avSak v zanétlivém kolon dominovala reduktasova,
charakterizujici aktivitu 11BHSD1, oproti zdravému kolon, kde byla zvy$ena oxidasova aktivita, vyjad-
fujci aktivitu 11BHSD2.

Stejné jako u exprese mRNA 11BHSD nebyla zaznamenana korelace mezi oxidasovou a reduktaso-

vou aktivitou v zanétlivém kolon.

Lze shrnout, Ze oba modely jsou doprovazeny zvySenim aktivity i exprese 11BHSD1 a snizenim aktivi-

ty a exprese 11BHSD2, coz koreluje s nalezy u pacientt s ulcerosni kolitidou.

3) Dochazi u pacienti se strevnimi tumory ke zménam v lokalnim metabolismu kortikoidd

a zménam exprese obou typt 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy oproti ,,zdravé* tkani?

Aktivita i exprese obou typt 11BHSD byla méfena ve vzorcich tumoru a okolni nenadorové tkani ziska-

nych z operacnich resekatl pacientl s diagnosou adenokarcinomu kolon.

Exprese mRNA 11BHSD2 byla signifikantné vy33i v kontrolni tkani oproti tkani tumoru. Se zménami
exprese mRNA 118HSD2 korelovala i aktivita tohoto typu enzymu, kterd byla vy3Si ve zdravé tkani

oproti tkani nenadorové.

Exprese mRNA 11BHSD1 byla detekovana ve vSech vzorcich, nicméné tato exprese se mezi pacienty
liSila. V porovnani s nenadorovou tkani byla v nadorové tkani exprese 11BHSD1 v nékterych vzorcich
zvySena, u jinych nezménéna nebo mirné snizena. Aktivita 11BHSD1 v kontrolni nenadorové tkani
byla nedetekovatelnd nebo velmi nizka, zatimco v nddorové tkani byla vyznamné zvySena v nékterych

tumorosnich vzorcich.

Lze shrnout, Ze v tkani adenokarcinomu kolon doch&zi k vyznamnému sniZeni aktivity i exprese

11BHSD2, zatimco exprese a aktivita 11BHSD1 je v nékterych vzorcich zjevné zvySena.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

11BHSD 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa

11BHSD1 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1
11BHSD2 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2

ACEI inhibitor angiotensin-konvertujiciho enzymu
ACTH adrenokortikotropni hormon

ALDO aldosteron

AME syndrom zdanlivého nadbytku mineralokortikoid( (apparent mineralocorticoid excess )
ASC preadipocyty (adipose stroma cell)
BEAS-2B bunécna linie lidskych bronchiélnich epitelii
BSA hovézi serovy albumin

CBG kortisol vazebny globulin

CDK cyklin dependentni kinasa

CDI cyklin dependentni inhibitor

cDNA komplementarni DNA

C/EBP CCAAT/enhancer vazebny protein

CNS centralni nervovy systém

COX-2 cyklooxygenasa-2

CRD deficit redukce kortisonu

CRH kortisol releasing hormon

DHEAS dehydroandrosteron

dATP deoxyadenosin-5"-trifosfat

dCTP deoxycytidin-5"-trifosfat

dGTP deoxyguanosin-5"-trifosfat

dNTP smés nukleotidd dATP, dCTP, dGTP,dTTP
dTTP deoxythymidin-5’-trifosfat

DNAasa deoxyribonukleasa

DSS dextransulfat

E kortison

EEG elektroencefalogram

EKG elektrokardiogram

F kortisol

FSH folikulostimulaéni hormon

GA kyselina glycyrrhetinova

GMC glomerularni mesangialni burky

GR glukokortikoidni receptor

GRE .glucocorticoid response element’
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G6PDH glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

HHA osa hypotalamus-hypofyza- nadledviny
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HSP L,heat shock proteins” - proteiny teplotniho Soku
H6PDH hexosa-6-fosfat-dehydrogenasa

IgG imunoglobulin G

IL-1B interleukin-1B

INF-y interferon-y

K Michaelisova konstanta

LPS lipopolysacharid

MCP-1a monocytovy chemotakticky protein

MLR Ipr/lpr  spontanné autoimunitni kmen mysi
MMIF faktor inhibujici migraci makrofagu
M-MLV Moloney virus mysi leukémie

MPO enzym myeloperoxidasa

MR mineralokortikoidni receptor

MRNA mediatorova RNA

n podet vzork(

NAD* nikotinamidadenindinukleotid

NADP(H)*  nikotinamidadenindinukleotidfosfat a jeho redukovana forma
NF-kB jaderny faktor kappa B

OSE povrchovy epitel vajecniku

PCR polymerasova fetézova reakce

PLA2 fosfolipasa 2

PMN polymorfonukleary

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid

PPARy ,peroxisome proliferator-activated receptor"
RNA ribonukleova kyselina

SIM selektivni intrakrinni modulatory

TAE tris-acetat-EDTA pufr

THE tetrahydrokortison

THF tetrahydrokortisol

TNBS trinitrobenzensulfonova kyselina

TNF-a Jtumor necrosis factor"

TSH thyreostimulaéni hormon
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