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1. SOUHRN 
 

Glukokortikoidy hrají významnou roli v regulaci zánětlivého procesu a pro svůj 

imunosupresivní účinek jsou užívány v terapii celé řady zánětlivých onemocnění. 

 Biologická aktivita glukokortikoidů nezávisí pouze na plazmatické koncentraci hormonu, 

hustotě jejich receptorů a responzibilitě cílových buněk, ale také na lokálním metabolizmu 

glukokortikoidů. Klíčovým enzymem tohoto metabolizmu je dehydrogenáza 11β-

hydroxysteroidů (11HSD). Jsou známy dvě izoformy tohoto enzymu. Izoforma 11HSD1 

pracuje převážně jako reduktáza a zvyšuje lokální koncentraci biologicky aktivních 

glukokortikoidů (kortizol) z jejich neaktivních 11-oxo derivátů (kortizon). Izoforma 

11HSD2 pracuje pouze jako dehydrogenáza, a snižuje tedy lokální koncentraci biologicky 

aktivních glukokortikoidů jejich přeměnou na neaktivní 11-oxo deriváty. Bylo publikováno 

několik prací o funkci periferního metabolismu glukokortikoidů v průběhu zánětlivého 

procesu. Většina prací byla provedena in vitro. Cílem této práce bylo: (1) prozkoumat 

změny a chování periferního metabolismu glukokortikoidů na modelu kolitidy u potkana 

vyvolané aplikací trinitrobenzensulfonové kyseliny (TNBS). (2) Prozkoumat změny 

periferního metabolismu glukokortikoidů v humánních vzorcích střeva postiženého 

ulcerosní kolitidou (3) prozkoumat změny periferního metabolismu glukokortikoidů          

u potkana s kolitidou indukovanou dextransulfátem (4) prozkoumat změny v periferním 

metabolismu glukokortikoidů v průběhu adjuvantní artritidy u potkana. Na řešení cíle 

jedna byli použiti potkani kmene Wistar, u kterých byla indukována kolitida aplikací 

TNBS. K řešení úkolu 2 byly získány lidské vzorky střevní tkáně postižené ulcerosní 

kolitidou. Úkol 3 byl řešen pomocí potkanů kmene Wistar u kterých byla indukována 

kolitida pomocí orální aplikace DSS. Úkol 4 byl řešen pomocí potkanů kmene Lewis,        

u kterých byla indukována cFA adjuvantní artritida. Ke studiu byly použity enzymové a 

molekulárně biologické metody, včetně jednokrokové RT PCR v reálném čase. 

(1) V průběhu experimentální TNBS kolitidy byly nalezeny změny periferního 

metabolismu glukokortikoidů ve smyslu vzestupu reduktázové aktivity 11HSD a poklesu 

aktivity oxidázové. Zároveň dochází k vzestupu exprese 11HSD1 mRNA a poklesu 

exprese 11HSD2 mRNA. Podávání neselektivního inhibitoru karbenoxolonu vedlo 

k poklesu oxidázové aktivity téměř o 50% a nemělo žádný vliv na expresi prozánětlivých 

cytokinů TNF-α, IL1-β, ani na míru infiltrace střevní tkáně buňkami imunitního systému.  

(2) Bylo zjištěno, že průběhu ulcerosní kolitidy dochází ke zvýšené expresi 



 9 

11HSD1 mRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Ulcerosní kolitida je také spojena se 

vzestupem exprese TNF-α a IL1-β v zánětlivě postižené střevní tkáni. Za tento vzestup je 

pravděpodobně spoluodpovědný stimulační účinek prozánětlivých cytokinů, vliv 

infiltrovaných buněk imunitního sytému a zvýšená systémová hladina kortizolu na 

podkladě hyperaktivace HPA osy.  

(3) V průběhu DSS kolitidy dochází v zánětlivě postižené střevní tkáni k vzestupu 

exprese 11HSD1 mRNA a poklesu 11HSD2 mRNA. V souladu s tím, dochází k vzestupu 

reduktázové aktivity 11HSD a poklesu aktivity oxidázové. Nalezené změny tedy plně 

korelují s nálezy u vzorků ulcerosní kolitidy. 

(4) V průběhu adjuvantní artritidy dochází k signifikantnímu vzestupu hladin 

mRNA 11HSD1 ve srovnání s kontrolní skupinou a tento vzestup exprese koreluje 

s nárůstem reduktázové aktivity enzymu. Tyto změny jsou pozorovány jak v synoviální 

tkáni, tak ve spádových lymfatických uzlinách. Podávání inhibitoru karbenoxolonu 

signifikantně zvyšuje makroskopické projevy zánětu a zvyšuje expresi TNF-α mRNA, 

COX-2 mRNA a OPN mRNA, avšak neovlivňují  plazmatické hladiny kortikosteronu. Zdá 

se tedy, že ačkoliv v průběhu adjuvantní artritidy dochází ke zvýšené expresi 11HSD1 

mRNA a aktivitě jak v synoviocytech, tak ve spádových lymfatických uzlinách, zřejmě 

pouze v synoviální tkáni je enzym dostatečně aktivní k tomu, aby reguloval zánětlivý 

proces na úrovni organismu. 
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SUMMARY 

Glucocorticoids play an important role in regulation of inflammation and their 

immunosuppressive effect is widely used for treatment of inflammatory diseases. The 

biological activity of glucocorticoids depends not only on their plasma concentrations, the 

number of receptors and the responsiveness of the target cells but also on the local 

metabolism of glucocorticoids that is predominated by 11β-hydroxysteroid dehydrogenase 

(11HSD). Two isoforms of 11HSD are known. The isoform 11HSD1 operates in vivo 

predominantly as a reductase that increases the local concentrations of glucocorticoids by 

reduction of their 11-oxo derivatives. The isoform 11HSD2 is a pure dehydrogenase that 

inactivates biologically active glucocorticoids to their inactive 11-oxo derivatives. 

The published data concerning peripheral metabolism of glucocorticoids during 

inflammation were obtained mostly in in-vitro studies. The aim of the thesis therefore was: 

(1) to study peripheral metabolism of glucocorticoids during trinitrobenzensulfonic acid 

(TNBS) induced colitis in rat. (2) to study peripheral metabolism of glucocorticoids in 

biopsies from human ulcerative colitis (3) to examine peripheral metabolism of 

glucocorticoids during dextran sodium sulphate (DSS) induced colitis in rat and (4) to 

study peripheral metabolism of glucocorticoids during adjuvant arthritis in rat. Enzymatic 

and molecular biology methods were used to study the specific goals. 

 (1) TNBS induced colitis resulted in  significant changes of peripheral metabolism 

of glucocorticods. 11-reductase activity was strongly up-regulated and 11-oxidase activity 

down-regulated in inflamed tissue. Concomitantly the expression of 11HSD1 mRNA was 

up-regulated  and 11HSD2 mRNA down-regulated. Treatment with nonselective inhibitor 

carbenoxolone decreased 11-oxidase activity in the inflamed tissue by almost 50% without 

any  influence on neither expression of proinflammatory cytokines TNF-α, IL1-β nor the 

infiltration of colon by immune cells. 

(2)Ulcerative colitis up-regulated the expression of colonic 11HSD1 mRNA and 

down-regulated 11HSD2 mRNA. The mRNA expression of pro-inflammatory cytokines 

was significantly increased in biopsy specimens from patients with ulcerative colitis 

compared to control biopsies. This effect was probably influenced by proinflammatory 

cytokines, increased activity of HPA axis and increased infiltration of colon by immune 

cells.  

(3) DSS colitis significantly up-regulated expression of 11HSD1 and down-

regulated expression 11HSD2. In accordance with these changes we found increased 11-



 11 

reductase activity and decreased 11-oxidase activity compared with control group. These 

findings fully reflected findings in ulcerative colitis. 

(4) Adjuvant arthritis increased synovial 11HSD1 mRNA and 11-reductase activity 

and  in lymph nodes. Administration of carbenoxolone resulted in exacerbation of edema 

and significantly increased mRNA expression of inflammatory markers TNF-α, COX-2 

and OPN, with no change in plasma levels of corticosterone.  
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2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
 

2.1. Glukokortikoidy 

Kůra nadledvin syntetizuje řadu různých steroidních molekul. Avšak pouze malá 

část z nich vykazuje biologickou účinnost. Steroidy s biologickou účinností je možno 

rozdělit do tří skupin na glukokortikoidy, mineralokortikoidy a androgeny. 

Glukokortikoidy jsou základní složkou adaptace organismu na stres, ovlivňují 

intermediální metabolismus, účastní se celé řady fyziologických dějů včetně prenatálního i 

postnatálního vývoje, udržování krevního tlaku a ovlivnění imunitních reakcí [1]. 

Mineralokortikoidy, jejichž nejúčinnějším přirozeným představitelem je aldosteron hrají 

klíčovou úlohu v udržování rovnováhy Na
+  

a K
+ 

prostřednictvím regulace epiteliálního 

transportu natria. Hlavním glukokortikoidem je u člověka kortizol. Glukokortikoidy jsou 

tvořeny v relativně velkém množství. Denní produkce kortizolu u dospělého jedince 

představuje cca 15 mg [2, 3]. Endogenní glukokortikoidy jsou z převážné části 

syntetizovány v zona fasciculata kůry nadledvin. Byla ovšem prokázána také syntéza 

glukokortikoidů de novo z jejich prekurzorů (především cholesterolu) některými druhy 

tkání. Ve srovnání s celkovou denní produkcí se však jedná o zanedbatelné množství, které 

s největší pravděpodobností zprostředkovává jenom autokrinní a parakrinní účinky [4]. 

Více než 90% vyprodukovaného kortizolu se v krvi nachází v biologicky neaktivní formě 

reverzibilně navázané na transportní protein, corticosteroid binding globulin (CBG). Volný 

kortizol, který je biologicky aktivní formou, představuje přibližně pouze 1% z celkového 

vyprodukovaného množství. Biologický poločas cirkulujícího kortizolu se pohybuje 

v rozmezí přibližně 70-120 minut. 

 

2.1.1.  Syntéza glukokortikoidů 

Všechny savčí steroidní hormony se tvoří z cholesterolu. Buňky kůry nadledvin se 

proto vyznačují vysokým množstvím receptorů pro lipoproteiny s nízkou hustotou. Menší 

část cholesterolu se tvoří z acetátu, většina je však vychytávaná z lipoproteinů s nízkou 

hustotou cirkulujících krví. Cholesterol je transportován prostřednictvím transportního 

proteinu do mitochondrií, kde je za pomocí enzymu cholesteroldesmolasy přeměněn na 

pregnenolon. Vzniklý pregnenolon je následně transportován do hladkého 

endoplazmatického retikula, kde je oxidován na progesteron pomocí enzymu 3β-

hydroxysteroiddehydrogenázy. Ke vzniku kortizolu je nutná 17-hydroxylace pregnenolonu 
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nebo progesteronu pomocí 17α-hydroxylasy. Následně v endoplazmatickém retikulu 

dochází k hydroxylaci progesteronu na 11-deoxykortikosteron a 17α-hydroxyprogesteronu 

na 11-deoxykortizol prostřednictvím enzymu 21β-hydroxylázy. Ke vzniku kortizolu 

Vzniklý 11-deoxykortikosteron a 11-deoxykortizol jsou následně přemístěny zpět do 

mitochondrií, kde prostřednictvím enzymu 11β-hydroxylázy dochází ke vzniku kortizolu a 

kortikosteronu. Poměr mezi vytvořeným kortizolem a kortikosteronem je druhově 

specifický. Zatímco u hlodavců je téměř výlučně tvořen kortikosteron, u člověka jak již 

bylo uvedeno, je hlavním glukokortikoidním hormonem kortizol, avšak v malém množství 

je tvořen také kortikosteron. Poměr tvorby kortizolu a kortikosteronu je u člověka přibližně 

7:1. Buňky nadledvin uvolňují hormony hned poté, co jsou hormony vytvořeny. 

Skladování těchto hormonů v buňkách je velmi malé až žádné.  

 

2.1.2. Metabolismus glukokortikoidů 

Existuje několik variant metabolismu glukokortikoidů (obr 2.1). Odbourání 

glukokortikoidů probíhá především v játrech a vzniklé metabolity jsou následně 

vylučovány převážně močí. Enzymatická přeměna glukokortikoidů však nemá pouze 

funkci degradační a exkreční, ale je také důležitou součástí modifikace glukokortikoidního 

signálu.  

 První variantou je konverze 11-hydroxy skupiny na 11-oxo skupinu 

prostřednictvím enzymu 11β-hydroxysteroiddehydrogenáza (11HSD). Tato enzymatická 

přeměna probíhá kromě jater v celé řadě tkání. Tento enzym je klíčovým enzymem 

periferního metabolismu glukokortikoidů, který je schopen ovlivňovat hladinu biologicky 

aktivních glukokortikoidů přímo v tkáni. Lze tak říci, že každá tkáň, ve které je 

exprimována 11HSD má schopnost měnit lokální koncentraci biologicky aktivních 

glukokortikoidů. Studium funkce tohoto enzymu je klíčovou součástí této práce. Struktura 

a funkce tohoto enzymu jsou podrobně popsány v kapitole 1.2.  

Další variantou degradace glukokortikoidů je redukce dvojné vazby mezi C4 a C5 

enzymem 5- či 5-reduktasou. Enzymatickou přeměnou dochází k tvorbě 

dihydrokortizonu eventuelně dihydrokortizolu s následnou redukcí 3-oxo skupiny 

prostřednictvím enzymu 3-hydroxysteroiddehydrogenasy na tetrahydrokortizol (THF), či 

tetrahydrokortizon (THE). THF a THE jsou rychle konjugovány s kyselinou glukuronovou 

a následně vyloučeny močí. Tyto hormony působí především v hepatocytech a snižují 

hladinu téměř všech steroidních hormonů, které obsahují 
4
-3-ketoskupinu. Za 
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fyziologických podmínek převažuje reduktázová 5β aktivita nad aktivitou 5α a to přibližně 

v poměru 2:1. Hlavní funkcí tohoto enzymu je ochrana organizmu před nadměrnými 

hladinami cirkulujících steroidních hormonů. Kromě této funkce můžou mít tyto enzymy 

specifickou funkcí i v v jiných tkáních, např. v mozkové tkáni konvertuje 5-reduktasa 

testosteron na více účinný androgen 5-dihydrotestosteron [5] 

Dalším způsobem metabolismu glukokortikoidů je redukce 20-oxo skupiny 

prostřednictvím 20-/20-hydroxysteroiddehydrogenasy (20α/βHSD), čímž dochází 

k tvorbě kortolů a kortolonů. Oba enzymy kromě degradační přeměny steroidů v játrech 

mají i celou řadu fyziologických funkcí v dalších tkáních. Mimo jiné byla jejich exprese 

prokázána v celé řadě tkání, jako např. ve střevu [6], nadledvině [7], vaječníku [8], 

placentě [9] či varleti [10]. Jejich funkcí je také degradace progesteronu na neaktivní 20- 

či 20 hydroxyprogesteron. Vzhledem ke skutečnosti, že progesteron je prekurzorem 

biologicky aktivních steroidů, jako jsou androgeny, estrogeny a kortikosteroidy, je 

pravděpodobné, že se 20α/βHSD může podílet na regulaci biosyntézy těchto hormonů. 

Vzniklé kortoly a kortolony  mohou být dále metabolizovány oxidací na pozici C21 

prostřednictvím enzymu 21-oxidasy, čímž dochází ke vzniku extrémně polárního 

metabolitu kyseliny kortolové či kortolonové. 

Jinou alternativu degradace steroidů představuje hydroxylace na pozici C6 

prostřednictvím enzymu 6β-hydroxylasy za vzniku 6β-hydroxykortizolu, či 6β-

hydroxykortizonu. Zkoumáním významu jednotlivých enzymů na degradaci kortizolu, bylo 

zjištěno, že přibližně 50% kortizolu je vyloučeno močí ve formě 5β-tetrahydrokortizolu, 

5𝛼-tetrahydrokortizolu a tetrahydrokortizonu, 25% ve formě kortolů či kortolonů, 10 % ve 

formě C19 steroidů a 10 % jako kyselina kortolová či kortolonová. Zbylých 5% tvoří 

nekonjugované steroidy.  
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Obr. 2.1 Schéma metabolismu glukokortikoidních hormonů. Převzato z [11] 
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2.1.3. Mechanismus účinku 

V regulaci tvorby endogenních glukokortikoidů hraje klíčovou roli osa 

hypotalamus – hypofýza – nadledviny (HPA). Tato osa představuje základní 

neuroendokrinní systém podílející se na homeostáze a je klíčovým prvkem adaptace 

organismu na stres. Skládá se ze tří hlavních částí, první část představují neuroendokrinní 

neurony paraventrikulárního jádra hypotalamu, druhou částí jsou kortikotropní buňky 

adenohypofýzy a poslední částí jsou bazofilní buňky kůry nadledvin. V hypotalamu, na 

úrovni paraventrikulárního jádra, dochází na podkladě stimulace jednotlivými neurálními, 

endokrinními a cytokinovými signály k uvolňování corticotropin releasing hormonu 

(CRH) z neuroendokrinních neuronů. Axony těchto neuronů končí v oblasti cév portálního 

hypotalamo-hypofyzárního řečiště. Efektorovou tkání CRH jsou bazofilní buňky 

adenohypofýzy, kde stimuluje tvorbu a sekreci hormonu adrenokortikotropinu (ACTH) 

jeho syntézou z prekurzorové molekuly proopiomelanokortinu. Adrenokortikotropin 

následně stimuluje syntézu a sekreci kortizolu v zona fasciculata kůry nadledvin. Vlastní 

glukokortikoidní účinek je zprostředkován pomocí glukokortikoidního receptoru (GR).  

 

2.1.4. Glukokortikoidní receptor 

Glukokortikoidní receptor patří do skupiny nukleárních receptorů podrodiny 3 a je 

exprimován prakticky ve všech tkáních. V nepřítomnosti ligandu se nachází v cytosolu 

buňky v komplexu s chaperonovými proteiny hsp90, hsp70 a hsp90-vázajícími 

imunofiliny. Díky vazbě s těmito proteiny jsou „překryty“ oblasti GR nutné pro přestup 

jadernou membránou. GR vykazuje vysokou afinitu ke kortizolu a po jeho navázání na 

receptor dochází k disociaci výše uvedených molekulárních chaperonů. Lidský gen pro 

glukokortikoidní receptor je lokalizován na jednom lokusu na chromozomu 5q 31-32. Gen 

pro lidský GR se skládá z devíti exonů, jejichž alternativní sestřih vede ke vzniku různých 

izoforem. Za vznik izoforem jsou odpovědné exony jedna a devět. Exony dva až osm jsou 

neměnné. Fyziologicky nejvýznamnější jsou dvě možné izoformy vznikající alternativním 

sestřihem exonu 9. Izoformy jsou běžně nazývané jako GR-α a GR-β. Obě varianty mají 

shodnou strukturu od amino konce až k pozici 727, dále se struktura obou izoforem liší. 

Izoforma GR-α.obsahuje na svém karboxylovém konci sekvenci 50 aminokyselin, 

izoforma GR-β obsahuje na svém karboxylovém konci zcela odlišnou sekvenci 

15aminokyselin. Izoforma α glukokortikoidního receptoru váže s vysokou afinitou 

kortizol, DNA a další transkripční faktory, po jejich navázání přechází rychle do 
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buněčného jádra, kde se váže na specifické oblasti DNA a ovlivňuje tak přímo transkripci 

cílových genů. Je možné, že GR-α se podílí i na negenomických účincích glukokortikoidů. 

Izoforma glukokortikoidního receptoru β nemá schopnost vázat glukokortikoidy a nepodílí 

se tak na přímých genomických účincích glukokortikoidů. Protein izoformy β je schopen 

tvořit heterodimery s izoformou α a tím zasahovat do její funkce. Relativní hladiny obou 

izoforem jsou tkáňově i individuálně odlišné, všeobecně lze říci, že převažuje izoforma α 

nad izoformou β. Poměr obou izoforem je pravděpodobně spoluodpovědný za senzitivitu 

cílových buněk ke glukokortikoidům, kdy zvýšená relativní hladina GR-β pravděpodobně 

vede ke glukokortikoidní rezistenci [12] . Dále bylo prokázáno, že zánětlivé cytokiny TNF-

α a IL-1β mohou selektivně zvyšovat relativní hladiny GR-β, což má za následek snížení 

glukokortikoidního účinku a představuje tedy regulační mechanismus zánětlivého 

procesu[13, 14]. Exon 1 dává možnost vzniku 3 izoforem 1A,1B a 1C které jsou 

pravděpodobně funkčně odlišné, jelikož bylo prokázáno, že u linie T lymfoblastů aplikace 

dexametasonu zvyšuje produkci všech tří izoforem stejnou měrou, zatímco u linie             

B lymfoblastů podávání dexametasonu snižuje tvorbu izoforem v různém poměru [15, 16] . 

Skutečnost, že translace na exonu 2 může být zahájena na různých pozicích má za následek 

vznik dalších izoforem GR. Translací od prvního kodonu methioninu v GR mRNA 

vznikají proteiny složené ze 777 aminokyselin v případě GR-α (GRα-A) a 742 

aminokyselin v případě GR-β (GRβ-A). Translací od druhého kodonu metioninu vznikají 

proteiny se 751 aminokyselinami (GRα-B) a 716 aminokyselinami (GRβ-B). Jak bylo 

prokázáno v in vitro studiích, je mezi těmito izoformami významný funkční rozdíl. V 

těchto studiích má  GRα-B  přibližně dvojnásobnou biologickou aktivitu ve srovnání          

s GRα-A(26). Obě izoformy jsou v různých typech buněk exprimovány rozdílně, což 

svědčí o jejich odlišné funkci in vivo [17].Vzhledem k tomu, že translace může být 

zahájena také na dalších interních kodonech, může kromě uvedených izoforem vzniknout 

ještě šest dalších (C1, C2, C3, D1, D2, D3). Funkční odlišnosti těchto jednotlivých 

izoforem, nejsou doposud detailně popsány.  

GR jsou předmětem posttranslačních modifikací, které následně mohou měnit 

transkripční aktivitu vlastního glukokortikoidní receptoru. Tato modifikace probíhá 

prostřednictvím fosforylace serinových reziduí, které jsou fosforylovány za různých 

okolností enzymy cyklin-dependentní kinasou, nebo mitogenem aktivovanou protein 

kinasou [18]. Lidský GR má nejméně pět serinových reziduí (S113, S141, S203, S211, 

S226) Některé seriny jsou fosforylované pouze v případě navázání ligandu na GR, jiné 
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jsou fosforylovány bez závislosti na navázání ligandu. Specifické kombinace 

fosforylovaných serinů ovlivňují transkripční aktivitu GR. Dále bylo prokázáno, že 

sumoylace (navázání malých ubiquitin asociovaných proteinů) glukokortikoidního 

receptoru zvyšuje jeho transkripční aktivitu [19, 20].  

 

2.1.5. Intracelulární přenos glukokortikoidního signálu 

Existují nejméně tři způsoby intracelulárního přenosu glukokortikoidního signálu. 

V případě první tzv. genomické cesty dochází po navázání ligandu na GR k translokaci 

komplexu ligand/receptor do buněčného jádra, kde se ve formě homodimeru GR/GR váže 

do specifických sekvencí v promotorové oblasti DNA nazývané Glucocorticoid 

Responsive Element (GRE). Tím dochází k ovlivnění koaktivátorových či korepresorových 

proteinů, které mění strukturu chromatinu a tím facilitují (např. IL-10) nebo inhibují (např. 

osteokalcin) stavbu základního trasnkripčního pochodu a zahájení trasnkripce RNA 

polymerázou II. V případě inhibice transkripce navázáním komplexu GR/ligand bývá tato 

oblast DNA ozančována jako negativní GRE (nGRE). Po odeznění signálu je GR 

exportován zpět do cytosolu, kde je následně proteaso-ubikvitinovým systémem 

degradován.  

Druhou možností intracelulárního přenosu glukokortikoidního signálu je interakce 

komplexu GR/ligand s jinými transkripčními faktory navázanými na patřičných úsecích 

DNA. Důsledek této interakce na transkripci cílových genů může být jak synergistický (β-

kasein), kdy dochází ke zrychlení transkripčního procesu, tak supresivní. V případě 

supresivního účinku byly popsány dva mechanismy. První, kdy komplex receptor/ligand  

uvolní transkripční faktor od DNA a tím je zastavena transkripce (IL-8), druhý, kdy 

navázání komplexu GR/ligand na transkripční faktor vede k zastavení transkripce, bez 

uvolnění vlastního transkripčního faktoru z DNA.  

Třetím způsobem přenosu glukokortikoidního signálu je přenos prostřednictvím 

membránových receptorů a s nimi spřažených sekundárních poslů [21]. Tento způsob bývá 

nazýván jako negenomický mechanismus účinku glukokortikodů. Specifikum tohoto 

způsobu přenosu signálu ve srovnání ostatními spočívá ve vysoké rychlosti odezvy, která 

je v řádu vteřin až minut.  
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2.1.6. Glukokortikoidy a modulace zánětlivého procesu 

Glukokortikoidy představují jeden z klíčových modulačních mechanismů v regulaci 

zánětlivého procesu a imunitní reakce, neboť představují efektorový prvek osy 

hypotalamus, hypofýza, nadledviny, která je prostředníkem mezi centrálním nervovým 

systémem a součástmi vrozeného a získaného imunitního systému. Regulační účinek 

glukokortikoidů v zánětlivém procesu je velmi komplexní. Je například známo, že některé 

prozánětlivé cytokiny mají schopnost aktivovat periferní nociceptory a aktivace těchto 

nociceptorů má za následek přenos signálu cestou nervových drah bolesti do centrálního 

nervového systému, což má za následek aktivaci osy hypotalamus, hypofýza nadledviny. 

Na konci této osy se nachází zvýšená hladina glukokortikoidů, které svým účinkem 

inhibují tvorbu cytokinů a mediátorů zánětu a tím představují negativní zpětnou vazbu. Je 

všeobecně známo, že porucha funkce osy hypotalamus, hypofýza, nadledviny jak ve 

smyslu  hypoaktivity, tak ve smyslu hyperaktivity má za následek závažné změny 

v zánětlivé odpovědi a imunitní reakci [22, 23]. Neadekvátní hyperaktivace této osy jak 

v přítomnosti, tak nepřítomnosti zánětlivého procesu (bolest, emoční trauma, kalorická 

restrikce), má za následek neadekvátní reakci imunitního systému ve smyslu imunosuprese 

a vyšší náchylnost k infekcím [24]. Naopak, neadekvátně nízká aktivita této osy 

významným způsobem zhoršuje průběh zánětlivého procesu. Je například známo, že 

pacienti s Addisonovo chorobou vyžadují v průběhu těžkých zánětlivých onemocnění 

substituci glukokortikoidních hormonů, mimo jiné jako prevenci cytokinové toxické reakce 

[25]. V terapeuticky užívaných dávkách mají glukokortikoidy výrazný protizánětlivý 

účinek. Naproti tomu hladiny endogenních glukokortikoidů mají účinky spíše 

imunomodulační, než čistě imunosupresivní. V závislosti na dávce a načasování mohou 

mít jak imunosupresivní, tak imunostimulační účinky. Hladina endogenních 

glukokortikoidů je závislá právě na ose hypotalamus, hypofýza, nadledviny. 

 

2.1.7. Protizánětlivé regulační účinky glukokortikoidů 

Glukokortikoidy mohou významným způsobem ovlivňovat celou řadu zánětlivých 

drah. Glukokortikoidy mohou například inhibovat tvorbu prostaglandinů třemi na sobě 

nezávislými mechanismy. Prvním mechanismem je indukce a aktivace proteinu annexinu I. 

Annexin I, nazývaný také jako lipocortin-1 je protizánětlivý protein, který působí přímo na 

cytosolovou fospolipázu A2α (cPLA2α). Po fosforylaci a tím aktivaci tohoto proteinu 

dochází k jeho přesunu z cytosolu do perinukleární membrány, kde hydrolyzuje fosfolipidy 
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obsahující arachidonovou kyselinu. Arachidonová kyselina je následně konvertována na 

prostaglandiny, tromboxany, prostacykliny a leukotrieny. Glukokortikoidy indukovaný 

annexin I inhibuje cPLA2α, a blokuje tak uvolňování arachidonové kyseliny. Geneticky 

upravený kmen myší s chybějícím genem pro annexin I, má zvýšenou hladinu cPLA2α, 

zvýšenou zánětlivou odpověď a částečnou rezistenci k protizánětlivým účinkům 

glukokortikoidů [26-28]. Dalším protizánětlivým účinkem spojeným s glukokortikoidy je 

MAPK (mitogenem aktivovaná proteinkinasa) fosfatáza 1. Tento enzym, který může být 

indukován a aktivován glukokortikoidy, defosforyluje a inaktivuje Jun-N terminální 

kinázy, a všechny enzymy ze skupiny MAPK, čímž sekundárně dochází také k inhibici 

cPLA2α. Komplex GR/ligand také přímo ovlivňuje funkci transkripčního nukleárního 

faktoru κB (NF-κB) tím, že blokuje jeho transkripční aktivitu [29, 30]. V neaktivní podobě 

se NF-κB nachází v buněčné cytoplazmě v komplexu s inhibičním proteinem IκB. Celá 

řada podnětů včetně prozánětlivých cytokinů má za následek spuštění kaskády, na jejímž 

konci je fosforylace IκB následkem čehož dojde k její ubiquitinizaci a degradaci. Tím 

dojde k aktivaci proteinu NF-κB a jeho přestupu do buněčného jádra. V jádře se NF-κB 

váže na sekvence DNA nazývané NF-κB elements, čímž dochází ke stimulaci transkripce 

celé řady prozánětlivých cytokinů,  chemokinů, adhezivních molekul, faktorů 

komplementu a receptorů pro tyto molekuly. NF-kB také indukuje transkripci enzymu 

cyklooxygenasy-2, který je klíčový pro tvorbu prostaglandinů [31]. Inhibice 

cyklooxygenasy-2 je dalším z významných mechanismů protizánětlivého účinku 

glukokortikoidů. Kromě inhibice NF-κB, glukokortikoidy významným způsobem ovlivňují 

celou řadu dalších prozánětlivých transkripčních faktorů. V posledních letech přibývá 

důkazů o ovlivnění zánětlivého procesu glukokortikoidy negenomickou cestou. Nejvíce 

prozkoumaným mechanismem je aktivace inducibilní NO synthasy (iNOS). V lidských 

endotelových buňkách glukokortikoidy stimulují aktivitu enzymu phosphatidylinositol-3-

hydroxykinasy (PI3K) způsobem, který je nezávislý na transkripci. Aktivace PI3K vede 

k fosforylaci protein kinasy B, která následně aktivuje NOS. 

 

2.2. Periferní metabolismus glukokortikoidů 

2.2.1. 11β-hydroxysteroiddehydrogenasa 

11-hydroxysteroiddehydrogenasa (EC 1.1.1.146, 11-hydroxysteroid: NAD(P)
+
-

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

glukokortikoidů. Jedná se o mikrosomální enzym, který katalyzuje vzájemnou přeměnu 
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biologicky aktivních glukokortikoidů (kortizol u člověka, kortikosteron u hlodavců) na 

jejich neaktivní 11-oxo deriváty (kortizon u člověka, 11-dehydrokortikosteron u hlodavců). 

11-oxidázová aktivita tedy snižuje lokální koncentrace biologicky aktivních 

glukokortikoidů a 11-reduktázová aktivita ji naopak zvyšuje. 11HSD se vyskytuje ve dvou 

zcela odlišných formách vykazujících pouze 14ti procentní identitu [32] a lišících se 

fyziologickou rolí, regulací a tkáňovou distribucí. 11HSD2 je nejvíce podobná 17β-

hydroxysteroiddehydrogenáze, se kterou je identická ze 45 procent [33]. 11HSD a její 

oxidační účinek na kortizol a kortikosteron byl poprvé popsán v padesátých letech 

minulého století v hepatocytech [34], avšak v této době byla tomuto enzymu přisuzována 

pouze role při odbourávání glukokortikoidů. V následujících letech byl tento enzym 

popsán také v dalších tkáních, např. v placentě [35], ledvinách [36, 37], plicích a varlatech 

[36]. Na konci šedesátých let byla popsána reduktázová aktivita enzymu v játrech [38]. Na 

počátku 70. let bylo objeveno, že ke konverzi kortizolu na kortizon dochází ve značné míře 

také v ledvinách [39]. V osmdesátých letech minulého století byla purifikována 11HSD 

z krysích hepatocytů a byla popsána její oxo-reduktázová funkce [40]. Na konci 

osmdesátých let dvě skupiny nezávisle na sobě určily fyziologickou roli 11HSD2 [41, 42], 

čímž byl vyřešen tzv. paradox mineralokortikoidních receptorů. Podstatou tohoto paradoxu 

bylo, že in vitro vyčištěný mineralokortikoidní receptor váže s podobnou afinitou jak 

aldosteron, tak i kortizol a kortikosteron, ale in vivo váže selektivně pouze aldosteron a to  

i přes to, že hladiny glukokortikoidů několikanásobně převyšují hladiny aldosteronu. Obě 

dvě práce dokázaly, že za tento jev není odpovědná specifita mineralokortikoidního 

receptoru, jak se do té doby mylně předpokládalo, ale právě činnost 11HSD. Její 11-

oxidázová aktivita má za následek přeměnu kortizolu a kortikosteronu na kortizon a 11-

dehydrokortikosteron, jejichž afinita k mineralokortikoidnímu receptoru je výrazně nižší 

než afinita aldosteronu, který nemůže sloužit jako substrát pro 11HSD jelikož obsahuje 

11,18-hemiacetalovou vazbu. V roce 1989 byla vyizolována a podrobně popsána forma 

11HSD1 [43]. Již v této době se začaly objevovat teorie o existenci druhé izoformy tohoto 

enzymu [44]. 11HSD2 byla poprvé naklonována a podrobně popsána v roce 1994 [33]. 

V následujícím období byla podrobně zkoumána tkáňová distribuce obou forem 11HSD.  
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2.2.2. 11β-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 

Forma 11HSD1 se vyskytuje ve většině tkání, jedná se o glykoprotein 

s jednonásobnou membránovou doménou a jeho molekulová hmotnost je 34kDa. 11HSD1 

vykazuje jak reduktázovou, tak oxidázovou aktivitu. Její Km in vitro je více než o řád vyšší 

než u 11HSD2 a jako kofaktor preferuje NADP
+
/NADPH. Většina prací in vivo ukazuje, 

že 11HSD1 pracuje převážně jako reduktáza, tj. ve tkáních lokálně zvyšuje koncentraci 

biologicky aktivních glukokortikoidů redukcí jejich 11-oxo derivátů obsažených v plazmě. 

Tato skutečnost byla prokázána například na buněčných kulturách hepatocytů [45], 

adipocytů [46] a řadě dalších buněčných kultur. Dehydrogenázová aktivita byla naproti 

tomu prokázána in vitro v bezbuněčném prostředí [47] a na buněčných homogenátech, tedy 

v případech, kdy došlo k porušení integrity buněk. Gen pro lidskou HSD1 se nachází na 

prvním chromozomu (1q32-41), skládá se z 6 exonů a délka celé její cDNA je 1,4kb. Role 

11HSD1 byla zkoumána u řady zánětlivých onemocnění. Většina prací však byla 

koncipována jako studie in vitro na tkáňových kulturách, fyziologicky významnějších 

studií in vivo bylo provedeno velmi málo a jejich výsledky nejsou zdaleka tak jednoznačné 

jako u studií in vitro na tkáňových kulturách. 

 

2.2.2.1. „Set-point“ 11HSD1 

Jako bylo uvedeno výše, 11HSD1 vykazuje jak reduktázovou, tak 

dehydrogenázovou aktivitu. Regulace „set-pointu“ glukokortikoidního metabolismu 

prostřednictvím 11HSD1 (oxidace vs. redukce), byla donedávna nejasná. Již od počátku 

90. let byla možná role v této regulaci přisuzována dostupnosti kofaktoru [48], eventuelně 

vzájemnému poměru NADP
+
/NADPH. In vitro studie s rekombinantní glukoza-6-fosfát-

dehydrogenázou prokázaly, že se změnou tohoto poměru ve prospěch NAPDH dochází 

k signifikantnímu nárůstu reduktázové aktivity a naopak [48, 49]. Mezitkáňové rozdíly ve 

funkci 11HSD1 by tedy mohly být vysvětleny rozdílnou dostupností NADPH, eventuelně 

poměrem NADP
+
/NADPH. Tato oblast byla v posledních letech předmětem intenzivního 

výzkumu.  

Hlavním zdrojem NADPH v buňce za fyziologických podmínek je enzym 

pentózového cyklu, glukóza-6-fosfátdehydrogenasa (G6PDH), která oxiduje glukoza-6-

fosfát na 6-fosfoglukonát, přičemž zároveň redukuje NADP
+ 

na
 
NADPH. Nabízí se proto 

teorie, že G6PDH by mohla hrát významnou úlohu v regulaci „set-pointu“ 11HSD1. Tato 

teorie byla ovšem hned zpočátku vyvrácena [50]. Hlavním důvodem, proč NADPH 
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produkovaný G6PDH nemůže být využit pro činnost 11HSD1, je jeho lokalizace. G6DPH 

je cytosolární enzym, kdežto 11HSD1 enzym mikrosomální a NADPH není schopen 

přecházet přes membránu endoplazmatického retikula. Pozornost tak byla obrácena na jiný 

enzym a sice, mikrosomální enzym hexosa-6-fosfát-dehydrogenáza (H6PDH). Ten je 

odpovědný za první dvě reakce endoluminálního pentózového cyklu, přičemž podobně 

jako G6PDH produkuje NAPDH z NADP
+
. H6PDH byl nalezen ve většině lidských tkání, 

mimo jiné v játrech, placentě, ledvinách, thymu, pankreatu, plicích, kosterním svalu, 

v bílých krvinkách a mnoha dalších [51-54]. V současné době existuje celá řada prací, 

prokazujících, že H6PDH je nezbytná pro reduktázovou aktivitu 11HSD1 a že významným 

způsobem ovlivňuje „set-point“ 11HSD. Tato skutečnost byla prokázána jak ve studiích in 

vitro provedených na intaktních adipocytech a hepatocytech [55], tak také in vivo. Veliký 

přínos pro výzkum této oblasti měla studie provedená na pacientech se syndromem 

nedostatku redukce kortizonu [56]. Za příčinu tohoto stavu byla původně považována 

mutace genu pro 11HSD1. Jak se však v této práci ukázalo, u některých pacientů trpících 

touto poruchou byla syntetizována taková forma 11HSD1, která se nachází i u zdravých 

jedinců. Podrobnějším genetickým vyšetřením těchto pacientů byla u všech zjištěna 

mutace v genu pro H6PDH. Jedním z posledních důkazů je také studie provedená na 

„knock-out“ myši s nefunkčním genem pro H6PDH [57]. U tohoto zvířete nedochází ke 

konverzi 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron a naopak dochází ke vzestupu 

koncentrace 11-dehydrokortikosteronu. Je tedy zřejmé, že mezi funkcí 11HSD1 a 

pentózovým cyklem resp. H6PDH je úzká souvislost, a že dostupnost kofaktoru hraje 

klíčovou roli pro směr reakce 11HSD1.  

 

2.2.3. 11β-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 

11HSD2 se v organismu vyskytuje především v mineralokortikoidních cílových 

tkáních [33] a v placentě [58, 59]. Tato izoforma vykazuje řádově nižší Km pro 

glukokortikoidní substrát, jako kofaktor využívá NAD
+
 a pracuje pouze jako 

dehydrogenáza, tj. snižuje ve tkáních lokální koncentraci glukokortikoidů. Díky této své 

vlastnosti brání 11HSD2 navázání biologicky účinných glukokortikoidů (kortizol) na 

mineralokortikoidní receptory (MR). To má velký fyziologický význam, neboť MR 

vykazují téměř stejnou afinitu ke kortizolu (kortikosteronu) i aldosteronu [60]. Gen pro 

lidskou 11HSD2 je umístěn na chromozomu 16, obsahuje 5 exonů a celý protein se skládá 

ze 405 aminokyselin. 
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Orgánová distribuce 11HSD2 je v současnosti podrobně známá. Tato izoforma byla 

nalezena například v ledvinných sběrných kanálcích a distálních tubulech [61],  

epitelových buňkách tračníku [62], v epitelových buňkách slinných žláz [63], placentě [58, 

59] a některých typech nádorových buněk [64-66]. 

 

2.2.4. Tkáňová distribuce a orgánově specifické funkce 11HSD 

2.2.4.1.tuková tkáň 

V tukové tkáni je exprimována 11HSD1 a to převážně preadipocyty a buňkami 

stromatu a její aktivita je schopna měnit tkáňovou hladinu biologicky aktivních 

glukokortikoidů [46, 67]. Již dlouhou dobu je známo, že glukokortikoidy mají významný 

vliv na diferenciaci, distribuci a funkci tukové tkáně a jsou schopny regulovat expresi 

mnoha různých genů například leptinu [68], lipoproteinové lipasy [69], hormon-sensitivní 

lipasy [70], PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) [71] a tím přispívají           

k regulaci uvolňování volných mastných kyselin do krevního řečiště.  

Bylo prokázáno, že nadbytek glukokortikoidů způsobuje obezitu centrálního typu. 

Tento typ obezity významně zvyšuje kardiovaskulární riziko a je často spojen s předčasnou 

smrtí. Je prokázáno, že obezita centrálního typu (resp. zvýšené množství omentálního tuku) 

výrazně zvyšuje pravděpodobnost snížené glukózové tolerance a inzulínové rezistence 

[72]. Centrální typ obezity se vyskytuje u pacientů s Cushingovým syndromem a je také 

jedním z typických příznaků metabolického syndromu. Vzhledem k této skutečnosti se 

nabízí souvislost mezi prereceptorovým metabolismem glukokortikoidů a tukovou tkání. 

Bylo zjištěno, že kortizol indukuje přeměnu preadipocytů na adipocyty [73]. Jedním 

z mechanismů rozvoje tukové tkáně je právě tato diferenciace. Na základě výše uvedených 

poznatků byla měřena aktivita 11HSD1 v omentální a subkutánní tukové tkáni. Toto 

srovnání ukázalo významně zvýšenou aktivitu 11HSD1 v omentální tukové tkáni oproti 

tkáni subkutánní [46]. Tato aktivita se ještě zvýšila při aplikaci kortizolu. V tomto procesu 

diferenciace hraje klíčovou roli právě 11HSD1, což bylo prokázáno podáním inhibitoru 

11HSD, které způsobilo zastavení této diferenciace a naopak i podání neaktivního 

kortizonu vedlo ke stejnému nárůstu diferenciace preadipocytů v adipocyty jako při podání 

stejného množství kortizolu [50]. Tuto teorii potvrzují také práce provedené na geneticky 

modifikovaných zvířatech. U transgenní myši s nadměrnou expresí 11HSD1 v tukové tkáni 

dochází k rozvoji obezity centrálního typu, rozvoji inzulínové rezistence, glukózové 

intolerance, dyslipidemie a hypertenze [74]. Naopak u zvířat s „knock-out“ genem pro 
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11HSD1 v tukové tkáni, nedochází k rozvoji obezity viscerálního typu ani při dietě 

s vysokým obsahem tuků a nedochází k rozvoji inzulinové rezistence [75]. Další práce 

provedená na myši s nadměrnou expresí 11HSD1 v játrech, ukázala, že u těchto zvířat 

dochází k rozvoji inzulínové rezistence a zvýšení arteriálního krevního tlaku, ovšem bez 

rozvoje obezity [76]. U myší se zvýšenou expresí 11HSD2 v tukové tkání nedochází 

k rozvoji obezity ani na vysokoenergetické dietě s vysokým obsahem tuků a navíc dochází 

ke zvýšení inzulinové senzitivity a glukózové tolerance [77]. Výše uvedené poznatky 

napovídají, že periferní metabolismus glukokortikoidů hraje významnou roli při rozvoji 

centrálního typu obezity a metabolického syndromu a jeho ovlivnění by mohlo být 

terapeuticky využito. Při použití specifického inhibitoru 11HSD1 u myši s metabolickým 

syndromem vyvolaným dietou, dochází ke snížení tělesné hmotnosti, snížení příjmu 

potravy, snížení plazmatické hladiny glukózy, triglyceridů a cholesterolu, ke snížení 

inzulinové rezistence a ke zpomalení procesu aterogeneze [78]. Podávání stejného 

inhibitoru myši s diabetem druhého typu zvyšuje glukózovou toleranci a snižuje 

plazmatickou hladinu glukózy a triglyceridů. 

 

2.2.4.2.kostní tkáň 

Je dokázáno, že podávání vysokých dávek glukokortikoidů způsobuje osteoporózu 

[79]. Glukokortikoidy vyvolaná osteoporóza byla u pacientů s  nadbytkem glukokortikoidů 

poprvé popsána již ve 30. letech minulého století samotným H. Cushingem [80] a v dalších 

desetiletích byl účinek nadbytku glukokortikoidů na kostní tkáň podrobně prozkoumán a 

popsán [81]. Již dlouhou dobu je znám účinek glukokortikoidů na proliferaci a diferenciaci 

jak osteoblastů, tak osteoklastů. Na základě výše uvedených faktů, byl podrobně studován 

periferní metabolismus glukokortikoidů v kostní tkáni. Exprese 11HSD1 byla prokázána 

v buněčných kulturách osteoblastů [82] a v buňkách zdravé dospělé kosti, tedy 

v osteoblastech a osteoklastech [83]. Exprese 11HSD2 byla prokázána v lidských a 

potkaních buněčných liniích osteosarkomu [82, 84, 85]. Dále bylo zjištěno, že stimulace 

prozánětlivými cytokiny, konkrétně interleukinem-1β (IL-1β) a tumor-nekrotickým 

faktorem α (TNF-α), vede ke zvýšení aktivity 11HSD1 a k inhibici 11HSD2 [86]. 

Předpokládá se, že tento mechanismus by mohl hrát klíčovou úlohu při vzniku zánětlivé 

periartikulární osteoporózy u dětí. Dále bylo prokázáno, že podávání glukokortikoidů 

způsobuje nárůst aktivity a exprese 11HSD1 v závislosti na dávce a délce podávání [87]. 

Ve stejné práci bylo pomocí primárních kultur zjištěno, že aktivita 11HSD1 stoupá 
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s věkem. Je tedy pravděpodobné, že 11HSD1 hraje zásadní roli při rozvoji stařecké a 

glukokortikoidy indukované osteoporózy.  

 

2.2.4.3.Oko 

Je známo, že nadbytek glukokortikoidů způsobuje zvýšení nitroočního tlaku a 

periferní metabolismus glukokortikoidů tak může hrát významnou roli v patogenezi a léčbě 

glaukomu. Forma 11HSD1 byla prokázána v různých částech lidského oka, mimo jiné, 

také v ciliárních buňkách [88, 89]. Dále bylo zjištěno, že poměr kortizol/kortizon je 

několikanásobně vyšší v nitrooční tekutině, než v plazmě. Při lokálním podání 

nespecifického inhibitoru 11HSD zdravým dobrovolníkům došlo po sedmi dnech 

k poklesu nitroočního tlaku o cca 20 procent [90]. Dá se tedy předpokládat, že lokální 

podávání specifického inhibitoru 11HSD1, by mohlo být v budoucnosti velikým přínosem 

při léčbě glaukomu.  

 

2.2.4.4.Ledviny 

Exprese 11HSD v ledvinných buňkách je druhově rozdílná. U potkana byla 

technikou in situ hybridizace 11HSD1 prokázaná v proximálních tubulech kůry ledviny a  

v intersticiálních buňkách dřeně [91, 92]. Exprese 11HSD1 nebyla naopak prokázána 

v distálních tubulech, sběrných kanálcích a aldosteron senzitivních buňkách [93-95]. 

Exprese izoformy 11HSD2 byla naopak prokázána ve sběrném kanálku ledviny a také       

v distálních tubulech, tedy v oblastech které jsou bohaté na mineralokortikoidní receptory a 

funguje zde tedy jako ochrana těchto receptorů před nadměrnou stimulací glukokortikoidy. 

Bylo prokázáno, že aktivita 11HSD v ledvině se mění v průběhu postnatálního vývoje, kdy 

aktivita enzymu stoupá s postnatálním věkem [96]. Izoforma 11HSD2 hraje důležitou 

fyziologickou roli již v prenatálním období [97, 98].  

Obě izoformy 11HSD jsou regulovány celou řadou mechanismů. A tato regulace je 

zřejmě součástí celé řady fyziologických regulačních procesů. In vitro bylo například 

prokázáno, že aktivace enzymu adenylátcyklasy vede k zvýšení exprese mRNA 11HSD2, 

zvýšené hladině proteinu samotného enzymu a tento účinek je inhibován v přítomnosti 

aktivátoru proteinkinasy C tetradekanoylphorbolacetatu. [99]. 

Podávání estradiolu potkanům po gonadektomii mělo za následek zvýšení 

dehydrogenázové aktivity a vzestupu exprese 11HSD1 a poklesu exprese 11HSD2             

v ledvinách [100].  
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2.2.4.5.Játra 

Exprese 11HSD1 byla prokázána v jaterní tkáni u člověka i hlodavců. Pro tuto 

izoformu je charakteristická centripetální lokalizace s maximem v oblasti okolo centrální 

žíly [101]. 11HSD1 má významnou roli v regulaci glukoneogeneze prostřednictvím 

enzymů glukosa-6-fosfatasy a fosfoenolpyruvát-karboxykinasy, což bylo prokázáno 

pomocí experimentu na myším kmenu s „knock-out“ genem pro 11HSD1. Zatímco            

u kmene s expresí 11HSD1 vedla restrikce potravy k vzestupu glukoneogeneze, u kmene 

s „knock-out“ genem 11HSD1 zůstala glukoneogeneze beze změn. Zároveň bylo zjištěno, 

že nadměrná exprese 11HSD1 v myších hepatocytech má za následek mírnou inzulinovou 

rezistenci, dyslipidémii a arteriální hypertenzi. Tato nadměrná exprese v hepatocytech však 

nevede k rozvoji obezity, čímž se odlišuje od klasického metabolického syndromu [102]. 

Dále bylo prokázáno, že chronické jaterní selhání je spojeno se změnami v metabolismu 

glukokortikoidů. Při chronické jaterní insuficienci dochází k vzestupu poměru 5β-

tetrahydrokortizol, 5𝛼-tetrahydrokortizol/tetrahydrokortizon, což svědčí pro relativní 

pokles oxidázové a vzestup reduktázové aktivity [103].  

 

2.2.4.6.Placenta 

Glukokortikoidy hrají velmi významnou roli při vývoji plodu v celém období 

prenatálního života, především pak v období organogeneze a při vyzrávání endokrinní osy 

hypotalamus – hypofýza – nadledviny [104-106]. Hladina aktivních glukokortikoidů je 

přitom v mateřské krvi výrazně vyšší, než v krvi fetální. Za tento rozdíl je odpovědná 

především placentární bariéra, která omezuje přestup kortizolu z mateřské krve do krve 

fetální. Je zřejmé, že touto bariérou je aktivita 11HSD2 [107-109]. Kapacita 11HSD2 

v placentě je velmi vysoká (placenta je orgánem s nejvyšší hustotou 11HSD2 přepočtené 

na gram tkáně) a exprese 11HSD2 postupně narůstá s blížícím se termínem porodu [108, 

110]. Význam této bariéry byl ilustrován některými experimenty na zvířecích modelech, 

kdy zvýšená koncentrace biologicky aktivních glukokortikoidů ve fetální krvi vedla ke 

snížení porodní váhy a k poruchám chování u mláďat, ale také výskytem pozdních 

důsledků, kdy se v dospělosti u těchto zvířat rozvíjí hypertenze, hyperinzulinemie a 

poruchy chování [111-113] 
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2.2.4.7.Kardiovaskulární systém 

Kortikosteroidní hormony významně ovlivňují některé fyziologické funkce 

kardiovaskulárního systému a to prostřednictvím glukokortikoidních a 

mineralokortikoidních receptorů. Jak je všeobecně známo, velmi významnou roli 

v regulaci kardiovaskulárního systému má mineralokortikoid aldosteron. Ten podstatným 

způsobem přispívá k regulaci cirkulujícího krevního objemu a k regulaci arteriálního 

krevního tlaku prostřednictvím ledvinného jednosměrného transepiteliálního transportu 

sodných iontů. Novější práce ukazují, že hladina aldosteronu v plazmě pozitivně koreluje 

s hypertrofií levé komory [114], výskytem srdečního selhání, mortalitou [115] a 

s rozvojem srdeční fibrózy. Tuto skutečnost potvrzují jak práce experimentální [116, 117], 

tak i klinické studie. V těchto klinických studiích, provedených na pacientech se srdečním 

selháním, vedlo podávání jak selektivního (eplerenon) tak neselektivního (spironolakton) 

antagonisty aldosteronu k výraznému poklesu morbidity a mortality [118, 119]. Tyto 

skutečnosti vedly k podrobnému výzkumu úlohy 11HSD2 ve vztahu ke 

kardiovaskulárnímu systému. Na experimentálních modelech bylo zjištěno, že při 

hypertenzi dochází ke zvýšené expresi genu pro mineralokortikoidní receptor a genu pro 

11HSD2 [120, 121]. Dále se ukázalo, že zatímco v epitelové tkáni glukokortikoidy 

navázané na mineralokortikoidní receptor působí jako mineralokortikoidní agonista [122] a 

aktivita 11HSD2 „ochraňuje“ mineralokortikoidní receptor před jeho aktivací endogenními 

glukokortikoidy, ve tkáni srdečního svalu pravděpodobně působí glukokortikoidy jako 

mineralokortikoidní antagonista [123-125]. Zvýšená aktivita 11HSD2 v srdečním svalu 

tedy zvyšuje mineralokortikoidní účinek a naopak. Tato skutečnost byla potvrzena prací na 

transgenní myši s nadměrnou expresí 11HSD2 v kardiomyocytech [126]. U těchto zvířat 

dochází ve zvýšené míře k rozvoji srdeční fibrózy, srdeční hypertrofie a srdečnímu selhání, 

bez rozvoje arteriální hypertenze. Podání selektivního antagonisty aldosteronu (eplerenon) 

vedlo ke zmírnění těchto projevů. Výsledky klinických studií potvrzují, že podávání 

blokátorů aldosteronu přináší terapeutický zisk a snížení mortality u pacientů se srdečním 

selháním.  

 

2.2.4.8.Syndrom zdánlivého nadbytku mineralokortikoidů  

Defekt v prereceptorové konverzi biologicky aktivních glukokortikoidů na jejich 

neaktivní formy vede ke stavu nazývanému jako syndrom zdánlivého nadbytku 

mineralokortikoidů (Apparent mineralocorticoid excess – AME). Za příčinu tohoto stavu je 
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považována mutace genu pro 11HSD2, jejímž důsledkem je žádná nebo nedostatečná 

aktivita 11HSD2. Poprvé byla tato teorie vyslovena na konci 70. let [127]. 

Patofyziologickým podkladem tohoto onemocnění je nedostatečná ochrana 

mineralokortikoidního receptoru před glukokortikoidy (viz výše). AME je charakterizován 

těžkou hypertenzí a hypokalemií, při současně nízkých plazmatických hladinách reninu a 

aldosteronu [128, 129]. Mezi další klinické příznaky tohoto syndromu patří nedostatečný 

intrauterinní vývoj, špatné postnatální prospívání, malá postava a polyurie. Léčba tohoto 

onemocnění spočívá především v celoživotní suplementaci kalia, v podávání antagonisty 

mineralokortikoidního receptoru spironolaktonu a v podávání kalium šetřících diuretik. 

   

2.2.4.9.11HSD a malignity 

Glukokortikoidy obecně inhibují buněčnou proliferaci a stimulují buněčnou 

diferenciaci a to i u nádorových buněk. Tudíž v regulaci proliferace a diferenciace 

nádorových buněk může periferní metabolismus glukokortikoidů hrát fyziologicky 

významnou roli. Nejpravděpodobnějším mechanismem je regulace přísunu biologicky 

aktivních glukokortikoidů ke glukokortikoidnímu receptoru prostřednictvím aktivity obou 

izoforem 11HSD, respektive porušení rovnováhy antiproliferačního efektu 11HSD1 a 

proliferačního efektu 11HSD2.  Význam periferního metabolismu glukokortikoidů 

v oblasti tumorgeneze ještě není zcela objasněn, nicméně dosud publikované práce tuto 

teorii potvrzují. V některých typech nádorových buněk byla nalezena výrazně zvýšená 

aktivita 11HSD2, oproti zdravým buňkám [130]. 11HSD2 je tak považován za možný 

onkogen, který významně ovlivňuje buněčnou proliferaci. Nadprodukce 11HSD1 

buněčnou proliferaci naopak snižuje. Tuto teorii potvrzují i práce provedené na vzorcích 

lidských buněk získaných z adenomů hypofýzy, kde byl zjištěn výrazný nárůst exprese 

11HSD2 a pokles exprese 11HSD1 a kdy podání specifického inhibitoru 11HSD2 k těmto 

nádorovým buňkám vedlo k poklesu buněčné proliferace o cca 30 procent [131]. Další 

důkaz o významu 11HSD v procesu tumorgeneze přinesla in vitro studie provedená na 

buněčných kulturách izolovaných z karcinomu prsu, kdy antiproliferační efekt 

glukokortikoidů byl inhibován nárustem aktivity 11HSD2 [132]. Tento nárůst koreloval 

s dávkou dodávaného glukokortikoidu. Zdá se tedy, že obě formy 11HSD hrají důležitou 

roli v procesu tumorgeneze a že cílené ovlivnění prereceptorového metabolismu 

glukokortikoidů by se v budoucnu mohlo stát novým cílem protinádorové terapie.   
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2.2.4.10. 11HSD a imunitní systém 

Glukokortikoidy jsou již po dlouhou dobu známy svým imunosupresivním účinkem 

a jsou proto používány  u celé řady zánětlivých onemocnění. V poslední době ovšem 

přibývají důkazy, že účinek glukokortikoidů na imunitní systém je mnohem komplexnější 

a složitější, než se doposud předpokládalo.  

Jak se ukazuje, glukokortikoidy hrají významnou roli při vývoji imunitního 

systému a také ovlivňují jeho efektorové funkce, jako je například chemotaxe, nebo 

diapedeza imunitních buněk a mají nejen účinek imunosupresivní, ale i imunomodulační. 

Například protizánětlivý IL-4 je blokován prozánětlivým IL-12 a tvorba IL-12 a exprese 

jeho receptorů je tlumena glukokortikoidy [133].  

Jak se ukazuje v posledních letech, účinek glukokortikoidů na imunitní systém je 

součástí komplexního regulačního mechanizmu mezi centrálním nervovým systémem, 

neuroendokrinním systémem a systémem imunitním [134]. Regulace účinku 

glukokortikoidů na imunitní systém je zprostředkována především osou hypotalamus-

hypofýza-nadledviny. Tuto skutečnost potvrzují práce provedené na zvířecím modelu se 

změněnou aktivitou této osy. Zatímco zvířata se sníženou aktivitou osy hypotalamus-

hypofýza-nadledviny (Lewis/N) vykazují relativně vyšší citlivost k autoimunitním 

chorobám a rozvoji zánětlivých procesů, u zvířat se zvýšenou aktivitou této osy 

(Fisher344/N) je tomu naopak [134, 135].  

Dalším místem regulace účinků glukokortikoidů na imunitní systém je 

glukokortikoidní receptor. Glukokortikoidní receptory jsou přítomny ve většině tkání a 

účastní se celé řady fyziologických procesů. Mutace genu pro glukokortikoidní receptor 

způsobující jejich defekt vede k závažným poruchám vrozené i získané imunity [136].  

Dalším mechanizmem modulace imunitního systému glukokortikoidy je indukce 

apoptózy granulocytů [137, 138], v jejímž důsledku dochází ke zrychlení procesu 

fagocytózy těchto buněk makrofágy a následné prezentaci antigenu antigen prezentujícími 

buňkami.  

Ačkoli je význam a mechanismus účinku glukokortikoidů v modulaci funkce 

imunitního systému poměrně detailně prozkoumán, oblast periferního metabolismu 

glukokortikoidů u  buněk imunitního systému je prozkoumána mnohem méně. Existuje 

několik možných způsobů, jak může periferní metabolismus glukokortikoidů ovlivňovat 

imunitní systém. Prvním z nich je autokrinní ovlivnění, pomocí produkce 11HSD přímo 

buňkami imunitního systému. Exprese 11HSD1 byla prokázána v některých buňkách 
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imunitního systému jako například v CD4, CD8 a B220 lymfocytech a CD11c 

dendritických buňkách [139]. Dalším způsobem zásahu periferního metabolismu 

glukokortikoidů buňkami imunitního systému je parakrinní regulace aktivity tkáňové 

11HSD produkcí cytokinů. Toto parakrinní ovlivnění periferního metabolismu 

glukokortikoidů bylo prokázáno u celé řady buněk. Na osteoblastech a v buňkách cévního 

hladkého svalu bylo prokázáno, že prozánětlivé cytokiny interleukin-1β a tumor-

nekrotický faktor α modulují lokální metabolismus glukokortikoidů tím, že potlačují 

odbourávání kortizolu na kortizon (potlačení 11HSD2) zatímco zároveň stimulují tvorbu 

kortizolu z neaktivního kortizonu (aktivace 11HSD1) [86, 140]. Zvýšená koncentrace IL-

1β, IL-6 a TNF-α způsobuje inhibici placentární 11HSD2 [141]. Pozitivní indukce 

11HSD1 prozánětlivými cytokiny byla popsána také v případě dalších buněk jako jsou 

adipocyty a fibroblasty [142, 143]. Dále bylo prokázáno, že aktivita 11HSD1 u CD4 

lymfocytů se zvyšuje při jejich aktivaci a bylo prokázáno, že biologicky aktivní 

glukokortikoidy vzniklé v důsledku tohoto nárůstu aktivity 11HSD1 mohou vést k aktivaci 

glukokortikoidního receptoru [139]. Uvážíme-li, že 11HSD1 reguluje přístup 11-hydroxy 

glukokortikoidů a 11-keto glukokortikoidů ke glukokortikoidním receptorům, může 

stimulace tohoto enzymu cytokiny IL-1β a TNF-α představovat negativní zpětnou vazbu 

působící proti jejich vlastnímu prozánětlivému efektu [144]. Periferní metabolismus 

glukokortikoidů hraje důležitou roli také v maturaci a diferenciaci některých typů 

imunitních buněk, jako jsou například makrofágy, dendritické buňky a lymfocyty [145-

147]. 11HSD1 hraje významnou úlohu také ve výše zmiňované  glukokortikoidy 

stimulované apoptóze imunitních buněk [148]. 

Jednou z prvních prací ukazujících na možné terapeutické využití modulace 

periferního metabolismu glukokortikoidů, je studie zkoumající efekt inhibitorů 11HSD1 

při kožním zánětu. Tato práce ukázala, že lokální podání kortizolu sice zmírňuje kožní 

zánět, avšak při podání kortizolu společně s inhibitorem 11HSD1 (glycyrrhetinová 

kyselina) vedlo ke snížení zánětlivého procesu o více než 70% [149]. Periferní 

metabolismus glukokortikoidů by také mohl v budoucnu pravděpodobně sehrát 

významnou roli v terapii autoimunitních onemocnění, jak naznačuje práce provedená na 

myším kmenu se spontánním výskytem autoimunitních onemocnění. Podávání inhibitoru 

11HSD1 těmto zvířatům vedlo k výraznému oddálení nástupu autoimunitního zánětu 

[150].  

Přestože výzkum periferního metabolismu glukokortikoidů ve vztahu k imunitnímu 
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systému je teprve v počátcích, již nyní se zdá jako velmi pravděpodobné, že periferní 

metabolismus glukokortikoidů se stane novým terapeutickým cílem při léčbě zánětlivých a 

autoimunitních onemocnění. 

 

2.2.4.11. 11HSD a gastrointestinální trakt 

Jelikož steroidní hormony mohou ovlivňovat některé funkce gastrointestinálního 

traktu (GIT), byla věnována pozornost výzkumu periferního metabolismu ve vztahu 

k fyziologii a patofyziologii GIT. 11HSD byla prokázána v různých úsecích trávicího 

traktu, především pak v žaludku a střevu [62, 151]. V lidském žaludku byla nalezena 

11HSD2 spolu s mineralokortikoidním receptorem v parietálních buňkách v oblasti 

žaludečního fundu, avšak nebyla nalezena v oblasti žaludečního antra [152]. Jelikož 

aldosteron se podílí na regulaci funkcí žaludečních parietálních buněk včetně regulace 

sekrece žaludečních šťáv, dá se předpokládat, že 11HSD2 hraje v žaludku stejnou roli, jako 

v ostatních mineralokortikoidních cílových tkáních, tedy „ochraňuje“ mineralokortikoidní 

receptory před glukokortikoidy. Poruchy žaludeční sekrece vzniklé na podkladě poruchy 

11HSD však nebyly doposud popsány. 

Již v 80. letech minulého století se začaly objevovat první domněnky o existenci 

11HSD ve střevu. V polovině 90. byl prokázán výskyt obou izoforem 11HSD ve střevu, 

včetně určení buněčných typů exprimujících 11HSD. Bylo tak zjištěno, že izoforma 

11HSD1 je lokalizována ve vazivových a imunitních buňkách střevní lamina propria a 

izoforma 11HSD2 v epitelových buňkách střevní mukózy [62, 153]. Bylo zjištěno, že 

v průběhu jednotlivých částí střeva má aktivita 11HSD2 vzestupnou tendenci ve směru 

proximálně-distálním. Nejnižší (téměř neměřitelnou) aktivitu 11HSD2 nacházíme 

v duodenu a nejvyšší v distálním úseku tlustého střeva [154, 155] a že je v buňkách 

kolokalizována s mineralokortikoidními receptory [156].  Izoformě 11HSD2 se ve střevu, 

stejně jako ve všech ostatních mineralokortikoidních cílových tkáních, přisuzuje funkce 

ochrany mineralokortikoidního receptoru před glukokortikoidy. Již dlouhou dobu je 

známo, že aldosteron je ve střevní tkáni nezbytný pro absorpci sodíkových iontů buňkami 

střevního epitelu a že jeho navázání na mineralokortikoidní receptor zvyšuje absorpci Na
+
 

iontů [157, 158]. Zatímco v nepřítomnosti inhibitoru 11HSD2 karbenoxolonu je efekt 

kortikosteronu na stimulaci sodíkové absorpce zanedbatelný, je v přítomnosti 

karbenoxolonu srovnatelný s účinkem aldosteronu [159, 160]. Bylo také zjištěno, že 

expresi a aktivitu 11HSD2 je možné ovlivnit dieteticky. Podávání potravy s nízkým 
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obsahem soli vede ke zvýšení exprese 11HSD2 v distální části tlustého střeva [161] a 

naopak dieta s vysokým obsahem soli snižuje aktivitu 11HSD2 v distálním úseku tlustého 

střeva [162]. Na základě výše uvedených faktů, je velmi pravděpodobné, že 11HSD2 ve 

střevu hraje klíčovou úlohu v regulaci příjmu Na
+
 z potravy. 

Izoformě 11HSD1 se ve střevu přisuzuje funkce především v regulaci 

glukokortikoidního signálu, která je zvláště významná v průběhu vývoje a maturace střeva 

a to jak v období prenatálním, tak postnatálním [163]. Práce z poslední doby ukazují, že 

11HSD1 pravděpodobně hraje také významnou úlohu v regulaci střevních zánětlivých 

onemocnění a to včetně nespecifických střevních zánětů (IBD). Vzhledem k tomu, že 

glukokortikoidy jsou v současné době používány jako jeden z hlavních prostředků v terapii 

IBD je zřejmé, že detailní prozkoumání periferního metabolismu glukokortikoidů při 

střevním zánětu by mohlo přispět k odhalení nových poznatků v oblasti patofyziologie a 

terapie těchto onemocnění. Práce provedené a opublikované na experimentálních modelech 

IBD odhalily, že v průběhu zánětlivého střevního procesu dochází ke změnám v expresi a 

aktivitě obou izoforem 11HSD ve střevní tkáni. Konkrétně v průběhu těchto procesů 

dochází k poklesu exprese a aktivity 11HSD2 a naopak k nárůstu aktivity a exprese 

11HSD1 [164]. Změny v expresi a aktivitě 11HSD byly v průběhu zánětlivých střevních 

procesů popsány také v buňkách střevního imunitního systému [165]. Uvedená fakta 

svědčí o komplexním účinku prerecepotorového metabolismu glukokortikoidů v regulaci 

střevního zánětlivého procesu. Problematika 11HSD a střevních zánětlivých onemocnění je 

jednou z hlavních zkoumaných tezí této dizertační práce. 
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3. CÍLE 
 

Cílem předkládané práce bylo přispět k bližšímu porozumění významu periferního 

metabolismu glukokortikoidů v průběhu zánětlivých procesů in vivo. Byly řešeny 

následující čtyři otázky: 

 

3.1.  Otázka 1  

Dochází v průběhu experimentální kolitidy indukované aplikací 

trinitrobenzensulfonové kyseliny ke změnám v expresi a aktivitě izoforem 11β-

hydroxysteroiddehydrogenasy ve střevní tkáni a vede aplikace látek ovlivňujících 

glukokortikoidní metabolismus ke zvýraznění nebo útlumu těchto změn?  

TNBS indukovaná kolitida je zvířecí model, který je běžně užíván jako simulace 

Crohnovy nemoci. Jedním z klíčových prozánětlivých faktorů, které se podílejí na regulaci 

zánětlivého procesu, jsou prozánětlivé cytokiny a enzym inducibilní NO syntasa, jejíž 

jednou z mnoha funkcí je aktivace klíčového prozánětlivého transkripčního faktoru NF-κB. 

Jeho aktivace ve spolupráci s cytokiny a prostaglandiny má za následek zvýšenou produkcí 

proteinu mucinu střevní tkání. Bylo prokázáno, že kortikosteroidy potlačují zánět 

v různých tkáních včetně střeva, ovlivněním syntézy cytokinů a prostaglandinů. Dále je 

známo, že in vitro cytokiny TNF-α a  IL-1β zvyšují syntézu 11HSD1 a snižují syntézu 

11HSD2. Chtěli jsme proto ověřit, zda k těmto změnám dochází také in vivo na tkáňové 

úrovni. Dále jsme chtěli zjistit, zda lokální metabolizmus glukokortikoidů může v průběhu 

zánětlivého střevního procesu ovlivňovat expresi vybraných genů. K ověření této 

hypotézy, byl experimentálním zvířatům v průběhu kolitidy lokálně aplikován 

neselektivním inhibitor 11HSD karbenoxolon, antagonista glukokortikoidních receptorů 

mifepriston a terapeuticky užívaný syntetický glukokortikoid budesonid.  

 

3.2.  Otázka 2  

Mění se exprese 11β-hydroxysteroiddehydrogenasy ve střevní tkáni postiţené 

zánětlivým procesem v průběhu ulcerosní kolitidy? 

Výsledky našich prací i prací jiných autorů na experimentálním modelu zánětlivých 

střevních onemocnění ukázaly změny v expresi a aktivitě 11β-

hydroxysteroiddehydrogenasy. Chtěli jsme ověřit, zda k obdobným změnám v lidské 
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střevní tkáni dochází i v průběhu idiopatického střevního zánětu. Zkoumali jsme proto 

expresi 11HSD a zánětlivých cytokinů ve vzorcích střevní tkáně získaných od pacientů 

s ulcerosní kolitidou a porovnávali je se vzorky střevní tkáně od pacientů, u kterých byl 

zánětlivý střevní proces histologicky vyloučen. 

 

3.3.  Otázka 3 

Dochází v průběhu kolitidy vyvolané aplikací dextransulfátu ke změnám 

v expresi a aktivitě 11β-hydroxysteroiddehydrogenasy a korelují tyto změny 

s nálezem u humánních vzorků střevní tkáně s ulcerosní kolitidou? 

Zánětlivý střevní proces vyvolaný podáváním dextransulfátu je obecně využíván 

jako experimentální model napodobující ulcerosní kolitidu. Sledovali jsme proto, zda in 

vivo dochází ke změnám v expresi a aktivitě 11HSD a expresi vybraných prozánětlivých 

cytokinů a výsledky porovnávali s humánními vzorky střevní tkáně s ulcerosní kolitidou.   

 

3.4.  Otázka 4 

Jakým způsobem se mění exprese a aktivita 11β-hydroxysteroid-

dehydrogenasy v průběhu adjuvantní artritidy v zánětlivě poškozené synovii a 

buňkách imunitního systému a je moţné modulovat tyto změny látkami ovlivňujícími 

metabolismus glukokortikoidů? 

Glukokortikoidy jsou užívány v terapii zánětlivých kloubních onemocnění a jejich 

účinek je v kloubní tkáni pravděpodobně modulován 11HSD. Exprese 11HSD byla in vitro 

prokázána v synoviocytech. Navíc některé studie ukazují, že prozánětlivé cytokiny jsou 

velice účinným spouštěčem 11HSD v různých tkáních, včetně synoviocytů. K objasnění 

vzájemné interakce mezi zánětlivým procesem, 11HSD a prozánětlivými cytokiny jsme při 

adjuvantní artritidě podávali neselektivní inhibitor 11HSD karbenoxolon a inhibitor 

glukokortikoidních receptorů mifepriston. Za účelem objasnění účinku TNF-α, IL-1β na 

expresi a aktivitu 11HSD1 in vivo jsme modulovali artritický proces specifickými 

antagonisty těchto cytokinů. Následně jsme zkoumali účinky těchto jednotlivých látek na 

změny aktivity a exprese 11HSD v buňkách synoviální tkáně a buňkách spádových 

lymfatických uzlin.  
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4. MATERIÁLY A METODY 
 

4.1. 11HSD a experimentální TNBS kolitida 

4.1.1. Použitá zvířata 

Veškerá zvířata k experimentům byla získána ze standardního chovu 

Fyziologického ústavu Akademie věd České republiky v.v.i. K pokusům byli použiti 

dospělí samci potkanů kmene Wistar vážící 250 až 300 gramů. Zvířata byla chována při 

stálé teplotě 22
o
C a konstantní fotoperiodě 12 hodin světlo, 12 hodin tma. Zvířata měla 

volný přístup k vodě a standardní dietě pro laboratorní zvířata. Zvířata byla náhodně 

rozdělena do dvou skupin, skupiny experimentální a skupiny kontrolní. Experimentální 

kolitida byla indukována pomocí enterální aplikace 2,4,6 trinitrobenzensulfonové kyseliny 

(TNBS) metodou opublikovanou dříve [166]. K experimentu byla použita jednorázová 

dávka TNBS v množství 30 mg rozpuštěná ve 100 µl 50% ethanolu, která byla aplikována 

rektálně do tlustého střeva v hloubce 8 cm.  U některých experimentů byla dávka TNBS 

redukována na 8mg nebo 16 mg, aby indukované zánětlivé změny byly mírnějšího stupně. 

Kontrolní skupině zvířat bylo stejným způsobem aplikováno 100 µl 0.9% roztoku NaCl. 

Experimentální skupina zvířat byla 24 hodin po aplikaci TNBS náhodně rozdělena na čtyři 

podskupiny. Každé podskupině zvířat byly v následujících 5 dnech rektálně aplikovány 

látky, které různým způsobem modulují glukokortikoidní metabolismus. První podskupině, 

která sloužila jako kontrolní, byl rektálně aplikován roztok 0,9% NaCl. Druhé skupině byl 

aplikován neselektivní inhibitor 11βHSD karbenoxolon v dávce 4 mg. Třetí skupině zvířat 

byla podávána kombinace karbenoxolonu v dávce 4 mg a antagonisty glukokortikoidních 

receptorů mifepristonu (RU-486). Čtvrté skupině byl aplikován syntetický glukokortikoid 

budesonid v dávce 200 µg. Budesonid byl použit vzhledem k předpokladu, že není 

metabolizován 11HSD [167]. Aplikace jednotlivých dávek všem podskupinám probíhala 

v intervalu 24 hodin. Sedmý den experimentu byla zvířata usmrcena dekapitací. Ihned po 

dekapitaci bylo odebráno tlusté střevo k analýze. Nejdříve bylo střevo opláchnuto v 0.9% 

roztoku NaCl a podélně rozstřiženo. Podélný pás byl odebrán do 7 % formaldehydu 

k histologickému zpracování. Část tkáně byla odebrána pro měření enzymové aktivity a 

ihned zpracována. Další část tkáně střeva určená pro kvantitativní analýzu mRNA byla 

šokově zmražena v tekutém dusíku a v něm následně ve zmraženém stavu uchovávána 

k dalšímu zpracování. Zbytek střevní tkáně byl zpracován k izolaci intraepiteliálních 

lymfocytů.  
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4.1.2.  Použité chemikálie 

K experimentům byly použity následující chemikálie: Od firmy Sigma Aldrich (St. 

Louis, MO, USA): Carbenoxolone,  Percoll, Mifepriston, 11-deoxykortikosteron; od firmy 

Biochrome AG (Berlín Německo): fetální bovinní sérum, RPMI-1640; od firmy Roche 

(Mannheim, Německo) Fast Start DNA Master Sybr Green I; od firmy Invitrogen  (Lofer, 

Rakousko) RNaseOUT, M-MLV reverzní transkriptasa, Random Primers; od firmy Top-

Bio (Praha, Česká republika): RNA Blue, TAE elektroforeticky pufr pro agarosove gely, 

PCR Ethidium Bromid; od firmy VBC-Genomics (Wien, Rakousko) byly pořízeny 

specifické primery pro  11HSD1 (5´3´; GAGTTCAGACCAGAAATGCTCC- forward, 

TGTGTGATGTGATTGAGAATGAGC- reverse), 11HSD2 (5´3´; 

GATGTTCCCCTCGCCTGAA- forward, ATGAGCAGTGCAATAGCTGCCTTG-

reverse; pro -aktin (5´3´; CCGTAAAGACCTCTATGCCA- forward, 

AAGAAAGGGTGTAAAACGCA- reverse); od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA, 

USA): TaqMan Universal PCR Master Mix with AmpEraseUNG, TaqMan Gene 

Expression Assays pro  COX-2 (kat.č. Rn00568225 -m1), 11β-HSD1 (kat.č. Rn00567167-

m1), TNF-α (kat.č. Rn00562055-m1), IL-1β (kat.č. Rn015-14151-m1), MUC-2 (kat.č. 

Rn01498195-m1) a  TaqMan Endogenous Control Rat GAPDH (kat.č. 4352338); od firmy 

Phenomenex (Torrance, CA, USA) Strata-X C18 Polymeric Solid Phase extraction Kit; od 

firmy Fluka (Buchs, Švýcarsko): 2,4,6-trinitrobenzenesulphonic acid solution; od firmy 

Penta chemicals (Praha, Česká Republika) Methanol p. a. kvalita; od firmy AstraZeneca 

(Londýn, Velká Británie): Budesonid a 11-dehydrokortikosteron vlastní výroby. 

 

4.1.3. Izolace intraepiteliálních lymfocytů 

Intraepiteliální lymfocyty byly izolovány mírně upravenou metodou dle Lyscoma a 

Bruetona [168]. Tlusté střevo bylo nejdříve propláchnuto 40 ml 0.9% roztoku NaCl            

o teplotě 4
o
C a tak důkladně očištěno od zbytků střevního obsahu a hlenu. Následně bylo 

střevo očištěno od zbytků tukové a pojivové tkáně jemnou preparací a rozřezáno na kousky 

o rozměru přibližně 5x5 mm. Tyto kousky byly vloženy do 50 ml  Erlenmeyerových baněk 

společně se 40 ml media RPMI-1640 obohaceného fetálním bovinním sérem o koncentraci 

12,5% a 10 mM Na2-EDTA. V tomto mediu byly kousky tkáně inkubovány po dobu 20 

minut při teplotě 37
o
C v atmosféře obsahující 5% CO2 při 200 rpm. Poté byl obsah baněk 

přefiltrován přes nylonové sítko o průměru 0,45 µm. Filtrát byl přelit do čistých 

erlenmeyerových baněk a uložen na ledu. Obsah sítka byl smíchán s 20 ml RPMI-1640 
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obohaceného fetálním bovinním sérem o koncentraci 12,5% a směs byla opět důkladně 

promíchávána po dobu 15 vteřin a následně přefiltrována přes nylonové sítko. Filtrát byl 

opět uložen na ledu a celý krok byl ještě jednou opakován. Filtráty ze všech tří cyklů 

inkubace byly následně smíchány a centrifugovány při 700x g po dobu 5 minut při teplotě 

4
o
C. Supernatant byl odstraněn a peleta obsahující intraepiteliální lymfocyty a buňky 

střevní sliznice byla resuspendována v 5 ml RPMI 1640 o teplotě 4
o
C a uchovávána na 

ledu. Tento roztok byl přefiltrován přes nylonové sítko a opět centrifugován při 700x g po 

dobu 5 minut při teplotě 4
o
C. Supernatant byl odstraněn a peleta resuspendována v 44% 

Percollu pokojové teploty o objemu 24 ml. Do předem připravených centrifugačních 

zkumavek bylo odměřeno do každé 5 ml 67% Percollu a na který bylo opatrně navrstveno 

8 ml směsi buněčné suspenze v 44% Percollu popsané výše. Následovala centrifugace při 

700x g po dobu 20 minut při pokojové teplotě bez aktivního brzdění. Po centrifugaci byla 

odstraněna horní polovina gradientu a následně pasteurovou pipetou sebrány buňky na 

rozhraní gradientů. Takto odebraná suspenze buněk byla naředěna v poměru 1:3 s RPMI-

1640 o teplotě 4
o
C a centrifugována při 700x g při teplotě 4

o
C. Supernatant byl odstraněn a 

peleta obsahující frakci intraepiteliálních lymfocytů byla rozředěna v RPMI-1640 a použita 

k dalšímu zpracování.  

 

4.1.4. Měření aktivity 11-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkáňových řezech 

Oxidázová a reduktázová aktivita 11-hydroxysteroiddehydrogenasy byla měřena 

v čerstvých tkáňových řezech pomocí dříve opublikované metody [162]. Vzorky střevní 

tkáně byly rozřezány pomocí žiletky na kousky o velikosti přibližně 1-2mm a vloženy do 

erlenmeyerových baněk společně s 10 ml inkubačního pufru v poměru 250 mg tkáně na 10 

ml pufru. Inkubační pufr měl následující složení: NaCl 119,0 mM; CaCl2 1,2 mM; MgCl2 

1,2 mM; NaHCO3 21,0 mM; K2HPO4 2,4 mM; KH2PO4 0,6 mM; glukosa 10,0 mM; 

glutamin 2,5 mM; -hydroxybutyrát sodný 0,5 mM; manitol 10,0 mM. Inkubační pufr byl 

probubláván pneumoxidem (95 % O2, 5 % CO2), pH 7,4. Vzorky tkáně spolu s inkubačním 

pufrem byly nejdříve preinkubovány po dobu 20 minut při teplotě 37°C v neprodyšné 

uzavřené baňce. Následně byl přidán [
3
H]kortikosteron (1,4510

-6 
M) nebo [

3
H]11-

dehydrokortikosteron (1,4510
-6 

M) a tím zahájena vlastní enzymatická reakce. Po přidání 

kortikosteronu nebo 11-dehydrokortikosteronu byly nádoby opět neprodyšně uzavřeny. 

Poté následovala inkubace po dobu 80 minut. Po ukončení inkubace byl jako interní 

standard a kvůli snížení adsorpce na stěny přidán 11-deoxykortikosteron (1,4510
-6

 M). 
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Vzniklý roztok byl promíchán, vložen do ledové tříště na dobu 10 minut a následně 

centrifugován 1600 g po dobu 10 min při 4°C. Ze supernatantu byly vyextrahovány 

steroidy pomocí Strata-X C18 Polymeric Solid Phase extraction Kit a ty pak následně 

zanalyzovány pomocí HPLC Agilent 1100. Vzniklá peleta po centrifugaci byla použita ke 

stanovení sušiny. Výsledky byly vyjádřeny v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu 

nebo kortikosteronu vztaženého na mg suché váhy a hodinu. Množství tkáně a doba 

inkubace byla zvolena na základě předchozích experimentů. 

 

4.1.5. Extrakce steroidů 

Extrakce steroidů byla prováděna metodou extrakce na pevné fázi (SPE) pomocí 

kolonek reverzní fáze C18 Strata-X C18 na vakuové aparatuře. Kolonky byly nejdříve 

aktivované 1ml methanolu a po té ekvilibrovány 1 ml vody. Po nanesení vzorku o objemu 

2 ml byla kolonka propláchnuta 1 ml 5% methanolu a následně byly steroidy 

vyextrahovány pomocí 2x 500 µl methanolu.  Vzorky vyextrahovaných steroidů byly do 

sucha odpařeny pod atmosférou dusíku při teplotě 45°C, následně uskladněny při teplotě     

-20°C a zanalyzovány pomocí HPLC, jak je podrobně popsáno v kapitole 4.1.6. 

 

4.1.6. HPLC 

Tritiem značené kortikosteroidy byly analyzovány pomocí přístroje Agilent 1100 

od firmy Agilent Technologies (Waldbronn, Německo). Vzorky byly rozpuštěny v 50 l 

methanolu a 20 l bylo aplikováno na kolonu Merck C18 reverse phase. Eluce byla 

provedena pomocí lineárního gradientu voda-methanol od 58:42 (v/v) do 38:62 (v/v) po 

dobu 15 minut při průtokové rychlosti 1 ml/minutu, při teplotě kolony 46°C. Následně byla 

kolona izokraticky promývána po dobu 5 min 100 % methanolem průtokovou rychlostí 1,5 

ml/min. Po ukončení eluce, před aplikací dalšího vzorku byla kolona promývána směsí 

methanol-voda 42:58 (v/v) po dobu 5 minut. Pro detekci -záření v reálném byl použit 

detektor Beckman 171 citlivý na -záření (Beckman, Fullerton, CA, USA). Identifikace 

byla provedena na základě srovnání retenčních časů. 

 

4.1.7. Stanovení proteinu 

Stanovení proteinu bylo provedeno Bradfordovo metodou. Nejdříve bylo 

následujícím způsobem připraveno reakční činidlo: 25 mg Coomassie Brilliant Blue bylo 

rozpuštěno v 12,5 ml 96% ethanolu, poté bylo přidáno 25 ml 85 % kyseliny fosforečné a 
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vzniklá směs byla doplněna vodou na celkový objem 250 ml a přefiltrována. Vlastní 

reakční směs o celkovém objemu 1100l byla složena ze vzorku, 10 - 100 l 0,15 M NaCl 

a 1000 l reakčního činidla. Po přidání reakčního činidla byla směs inkubována po dobu 

20 minut a následně měřena absorbance při 595 nm. Kalibrační závislost byla sestrojena 

pomocí vzorků obsahujících známé množství hovězího sérového albuminu v rozsahu od 4 

do 10 g. 

 

4.1.8. Měření hladiny mRNA 11HSD1, 11HSD2, TNF-α, Il-1β, COX-2                     

a MUC-2 

Celková RNA byla vyizolována ze vzorků zánětlivě postižené tkáně zamražené 

v tekutém dusíku pomocí přípravku RNA Blue (Top-Bio) dle návodu výrobce. Vlastní 

izolace byla prováděna ze 100mg střevní tkáně. Vzorek tkáně byl vložen do 1 ml RNA 

blue a poté zhomogenizován pomocí homogenizátoru Polytron PT 3000 (Kinematica AG, 

Švýcarsko) při rychlosti 13000 otáček za minutu. Homogenát byl inkubován po dobu          

5 minut při pokojové teplotě. Po inkubaci bylo přidáno 0,2 ml chloroformu, směs byla 

důkladně protřepána a opět inkubována 5 minut při pokojové teplotě. Následně byl vzorek 

zcentrifugován při 12000x g po dobu 10 min při teplotě 4
o
C. Vodní fáze vzniklá 

centrifugací obsahující RNA byla odebrána pomocí automatické pipety do nové zkumavky 

a následně precipitována přidáním 0,5 ml isopropylalkoholu. Precipitace probíhala po dobu 

10 minut při teplotě -20
o
C. Poté byla směs zcentrifugována při 12000x g po dobu 10 min 

při teplotě 4
o
C. Supernatant byl odstraněn, k peletě do zkumavky byl přidán 1 ml 75% 

ethanolu a vzniklá směs byla důkladně protřepána a poté zcentrifugována. Po centrifugaci 

byl odstraněn supernatant a vzorek vysušen na vzduchu po dobu 10 minut. Následně byla 

vyizolovaná RNA rozpuštěna v 20 µl vody pro PCR. 

 

4.1.8.1.Kvantitativní real time RT PCR 

Vzorky RNA byly přepsány do cDNA pomocí reverzní transkripce za pomoci 

Moloney murine leukemia virus reverzní transkriptázy (M-MLV). Celkový objem reakční 

směsi činil 20 µl. Nejdříve byla smíchána přepisovaná mRNA se 100 ng Random primers, 

1 µl 10 mM dNTP mix a 12 µl PCR H2O. Tato směs byla inkubována po dobu 5 minut při 

teplotě 75
o
C a následně prudce ochlazena. Po ochlazení bylo přidáno: 4 µl reakčního pufru 

(5x), 2 µl 0,1 M DTT a 1 µl (40 jednotek) rekombinantního ribonukleásového inhibitoru 

RNase OUT. Po té následovala inkubace při teplotě 37
o
C po dobu 2 minut. Po inkubaci byl 
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přidán 1 µl (200 jednotek)  M-MLV RT. Po té následovaly dva kroky inkubace, nejdříve 

po dobu 10 minut při 25
o
C a následně 50 minut při teplotě 37

o
C. Reakce byla zastavena 

zahřátím směsi na 70
o
C po dobu 15 minut. Vzniklé vzorky s cDNA byly 10 naředěny ve 

vodě pro PCR a uskladněny při teplotě -20°C.  

Pro kvantifikaci získané cDNA ze střevní tkáně byl v případě analýzy genů pro 

11HSD-1 a 11HSD-2 použit přístroj LightCycler 1.0 (Roche, Mannheim, Německo) a jako 

„housekeeping“ gen byl použit β-aktin. Při kvantitativní analýze cDNA ze vzorků střevní 

tkáně pro geny TNF-α, IL1-, COX-2 a MUC-2 a pro stanovení 11HSD1 

z intraepiteliálních lymfocytů byl použit přístroj Abi-Prism 7000 Sequence Detection 

System instrument od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA). Jako 

„housekeeping“ gen byl u těchto experimentů použit glyceraldehyd-3-fosfat 

dehydrogenasa (GAPDH). 

Při měření pomocí přístroje LightCycler byl použit firemní kit Fast Start DNA 

Master Sybr Green I. Celkový objem reakční směsi činil 20 l a byl složen z reakčního 

pufru  LightCycler-DNA Master Sybr Green I mix, 1 l 10x naředěné cDNA; MgCl2 3 mM 

(11HSD1), 4 mM (11HSD2) nebo 5 mM (-aktin); Každý z páru primerů 0,5 M; 

K analýze vzorků byl použit následující program: počáteční preinkubace a denaturace při 

teplotě 95°C  po dobu 10 min; následná amplifikace, nejdříve při teplotě 95°C po dobu     

15 vteřin, dále 55°C  po dobu 10 vteřin (11HSD1, -aktin) nebo 60°C  po dobu 5 vteřin 

(11HSD2) a následně při teplotě 72°C  po dobu 15 vteřin (11HSD1, -aktin) nebo             

20 vteřin (11HSD2). Proces amplifikace byl opakován 40x. Rychlost teplotní změny byla 

nastavena na 20°C za vteřinu. Fluorescence byla měřena na konci každé elongace. Pro 

ověření, zda byl amplifikován pouze požadovaný fragment, byla po ukončení amplifikace 

provedena rozpouštěcí analýza: 72°C po dobu 10 vteřin (rychlost změny teploty 20°C za 

vteřinu) a 97°C po dobu 10 vteřin (rychlost změny 0,1°C za vteřinu). Při rozpouštěcí 

analýze byla měřena fluorescence kontinuálně. V každé prováděné analýze byl se vzorky 

analyzován i jeden konstantní vzorek jako interní standard umožňující následnou korekci 

výsledků mezi jednotlivými analýzami. Po rozpouštěcí analýze byly z každého cyklu 

měření náhodně vybrány vzorky, které byly následně vyšetřeny pomocí elektroforézy na 

2% agarózovém gelu pro stanovení délky nasyntetizovaných fragmentů. Z hodnot 

získaných z real time RT-PCR byla následně vypočítána hladina mRNA pomocí 

kalibračních křivek, které byly sestrojeny pro každý zkoumaný gen. Jako standardní cDNA 
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byla použita cDNA ze zdravé střevní tkáně (rozsah ředění 5-1000 pro 11HSD1,          

5-10000 pro 11HSD2 a 5-10000 pro -aktin). Výsledky byly vypočítány jako poměr 

koncentrací 11HSD1/-aktin a 11HSD2/-aktin. Jednotlivé vzorky byly analyzovány 

v duplikátech nebo triplikátech. Jednotlivé primery, koncentrace MgCl2 a vlastní program 

amplifikace byl stanoven na základě předchozích experimentů prováděných v naší 

laboratoři [169]. 

Při analýze pomocí přístroje Abi-Prism 7,000 Sequence Detection System 

instrument bylo celkové množství reakční směsi 20 µl. Směs se skládala z 1 µl               

10x naředěné cDNA získané reverzní transkripcí, 10 µl reakčního pufru TaqMan Universal 

PCR Master Mix s AmpEraseUNG, a 1,5 µl firemně vyrobeného TaqMan Gene 

Expression Assay pro jednotlivé konkrétní geny.  K vlastní analýze byl použit následující 

program: nejdříve aktivace Uracyl-N-Glykosylasy při teplotě 50
o
C po dobu 2 minut, po té 

zahřátí „hotstart“ polymerázy při teplotě 95
o
C po dobu 10 minut a následně 40 cyklů 

sestávajících z 15 vteřin trvající denaturace, nasedání primerů a extenze při 60
o
C  po dobu 

1 minuty. Ze získaných hodnot „crossing-pointů“ byla následně vypočtena hladina mRNA 

pomocí kalibračních křivek, které byly sestrojeny pro každý zkoumaný gen. Jako standard 

byla použita cDNA ze zdravé střevní tkáně naředěná v rozsahu 1-10000. Výsledky byly 

vypočítány jako poměr relativních koncentrací zkoumaných genů a „housekeeping“ genů. 

 

4.1.9. Stanovení aktivity enzymu myeloperoxidázy v colon 

Aktivita myeloperoxidázy byla stanovena jako index infiltrace tkáně neutrofilními 

leukocyty pomocí dříve opublikované metody [170]. Aktivita byla stanovena na celém 

vzorku střeva zamraženém při odběru v -70
o
C. Vzorky tkáně o hmotnosti 250 µg byly 

vloženy do 2,5 ml pufru vychlazeného na teplotu 4
o
C, který byl připraven z KH2PO4       

(50 mm, pH 6.0) a hexadecyltrimethylammonium bromidu v množství odpovídajícím 

koncentraci 0,5% ve výsledném roztoku. Následovala homogenizace pomocí přístroje 

Polytron PT 3000 (Kinematica AG, Švýcarsko) při 13000 otáčkách za minutu. Vzniklý 

homogenát byl zcetrifugován při 41000x g po dobu 10 minut při teplotě 4°C. Supernatant 

byl odstraněn a peleta resuspendována v 2,5 ml pufru obohaceného 10 mM EDTA. 

Myeloperoxidázová aktivita byla stanovena H2O2 dependentní oxidací o-dianizidinu.2HCl 

pomocí absorbance při vlnové délce 460 nm při teplotě 37°C. Jedna jednotka enzymové 

aktivity byla definována jako množství enzymu v gramu tkáně, které způsobí změnu 

absorbance o 1 jednotku za jednu minutu.  
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4.2. 11HSD a ulcerosní kolitida  

4.2.1. Pacienti 

Do studie bylo zařazeno celkem 26 pacientů, kteří podstoupili rutinní endoskopické 

vyšetření tlustého střeva (koloskopii). Protokol studie byl předem schválen etickou komisí 

3. Lékařské fakulty Univerzity Karlovy a všichni pacienti zařazení do studie měli podepsán 

informovaný souhlas. Čtrnáct pacientů bylo zařazeno do skupiny s kolitidou a 12 pacientů 

bylo zařazeno do skupiny kontrolní. Podmínkou pro zařazení do skupiny s kolitidou byla 

diagnóza ulcerosní kolitidy se středně těžkým až těžkým průběhem dle Mayo skóre [171]. 

Veškeré odebrané bioptické vzorky byly odebrány ze zánětlivě postižené sliznice a z každé 

oblasti bylo odebráno více bioptických vzorků, přičemž část byla zpracována pro 

histopatologické vyšetření v rámci diagnosticko-terapeutického procesu a část byla 

zpracována pro účely této práce. Popis přípravy vzorků pro histopatologické vyšetření není 

součástí této práce. Do kontrolní skupiny byli zařazeni pacienti, kteří netrpěli žádným 

zánětlivým střevním onemocněním a kteří podstupovali koloskopické vyšetření z indikace 

dyspeptických obtíží, anebo v rámci prevence nádorového onemocnění tlustého střeva 

s negativním nálezem. Bioptické vzorky byly odebrány z oblastí makroskopicky 

fyziologicky vypadajících oblastí střevní sliznice. Bioptické vzorky byly odebrány do 2 ml 

roztoku RNA-later a uskladněny při teplotě 4
o
C. 

 

4.2.2. Použité chemikálie 

K experimentům byly použity následující chemikálie: Od firmy Ambion (Grand 

Island, NY, USA): RNA-later; od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): GenElute 

Mammalian Total RNA Kit; od firmy Roche (Mannheim, Německo) Fast Start DNA 

Master Sybr Green I; od firmy Invitrogen  (Lofer, Rakousko) RNaseOUT, M-MLV 

reverzní transkriptasa, Oligo dT Primers, dNTP mix od firmy VBC-Genomics (Wien, 

Rakousko) byly pořízeny specifické primery pro 11HSD1 (5´3´; 

CTCGAGTCGGATGGCTTTTTATG- forward, ACTTGCTTGCAGAATAGG-reverse), 

11HSD2 (5´3´; ACCGTATTGGAGTTGAACAGC- forward, 

TCACTGACTCTGTCTTGAAGC-reverse), pro -aktin (5´3´; 

AGCCTCGCCTTTGCCGA- forward, CTGGTGCCTGGGGCG- reverse), pro humánní  

Il-1β (5´3´; CAGGCCGCGTCAGTTGTTGT- forward, 

TTATATCCTGGCCGCCTTTGGTC- reverse), pro humánní TNF-α (5´3´; 
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AGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTT- forward, ACGGCGATGCGGCTGATGGT-

reverse);  

 

4.2.3. Měření hladin mRNA 

Humánní bioptické vzorky byly zpracovány pomocí produktu Gene elute 

mammalian Total RNA kit dle návodu k výrobku, jak je podrobně popsáno v kapitole 

4.4.4. Vlastní kvantifikace byla provedena pomocí přístroje LightCycler 1.0  (Roche, 

Mannheim, Německo) za použití firemního kitu Fast Start DNA Master Sybr Green I. 

Objem reakční směsi činil 10 l a obsahoval reakční pufr  LightCycler-DNA Master Sybr 

Green I mix, 1 l 10x naředěné cDNA; MgCl2 3 mM (11HSD1), 4 mM (11HSD2) nebo    

5 mM (-aktin, TNF-α, IL-1β); každý z páru primerů 0,5 M; Jako „housekeeping“ gen 

byl pro všechny zkoumané geny zvolen -aktin. Programy pro jednotlivé konkrétní geny 

se od sebe vzájemně lišily. K analýze vzorků pro obě izoformy 11HSD použit následující 

program: počáteční aktivace a denaturace při teplotě 95°C  po dobu 10 min; následovalo 45 

cyklů amplifikace o následujícím průběhu: nejdříve při teplotě 95°C po dobu 15 vteřin, 

dále 60°C  po dobu 10 vteřin a následně při teplotě 72°C  po dobu 25 vteřin. Program pro 

TNF-α a IL-1β měl následující průběh: 5 minut aktivace polymerasy při teplotě 95°C  a 

následně 45 cyklů amplifikace tohoto průběhu: 10 vteřin při teplotě 95°C, 10 vteřin při 

teplotě 64°C  a 20 vteřin při teplotě 72°C  v případě TNF-α, nebo 24 vteřin při teplotě 

72°C pro gen IL-1β. Program měření -aktinu v humánních bioptických vzorcích byl 

následující: počáteční preinkubace a denaturace při teplotě 95°C  po dobu 10 min, následná 

amplifikace nejdříve při teplotě 95°C po dobu 15 vteřin, dále 54°C  po dobu 10 vteřin a 

následně při teplotě 72°C  po dobu 7 vteřin. Amplifikace byla opakována celkem 45x. 

Rychlost teplotní změny byla u všech popsaných programů nastavena na 20°C za vteřinu. 

Fluorescence byla měřena na konci každé elongace. Pro ověření, zda byl amplifikován 

pouze požadovaný fragment, byla po ukončení amplifikace provedena rozpouštěcí analýza: 

72°C po dobu 10 vteřin (rychlost změny teploty 20°C/sec) a 97°C po dobu 10 vteřin 

(rychlost změny 0,1°C/sec). Při rozpouštěcí analýze byla měřena fluorescence kontinuálně. 

V každé prováděné analýze byl se vzorky analyzován i jeden konstantní vzorek jako 

interní standard umožňující následnou korekci výsledků mezi jednotlivými analýzami. Ze 

získaných hodnot „crossing-pointů“ pro jednotlivé geny byla následně pomocí kalibračních 

křivek vypočítána hladina mRNA. Kalibrační křivky byly sestrojeny pro každý zkoumaný 

gen a jako standardní cDNA byla použita cDNA ze zdravé střevní tkáně (rozsah ředění  
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5-1000). Výsledky byly vypočítány jako poměr 11HSD1/-aktin, 11HSD2/-aktin, 

TNF-α/-aktin a IL-1β/-aktin. Jednotlivé vzorky byly analyzovány v duplikátech nebo 

triplikátech. Sekvence jednotlivých primerů, koncentrace MgCl2 a vlastní program 

amplifikace byli stanoveny na základě optimalizace. 

 

4.3. 11HSD a experimentální DSS kolitida 

4.3.1. Použitá zvířata 

Veškerá zvířata k experimentům byla zakoupena ze standardního chovu firmy 

Velaz. K pokusům byli použiti dospělí samci potkanů kmene Wistar vážící 200 až 250 

gramů a to jak pro skupinu experimentální, tak pro skupinu kontrolní. Zvířata byla chována 

při stálé teplotě 22
o
C a konstantní fotoperiodě 12 hodin světlo, 12 hodin tma. Zvířata měla 

volný přístup ke standardní dietě pro laboratorní zvířata. K indukci kolitidy byl použit 

dříve popsaný model indukce zánětlivých změn aplikací sodné soli dextransulfátu              

o molekulové hmotnosti 20-80 tisíc [172]. Indukce střevního zánětu touto látkou je 

pravděpodobně způsobena na podkladě aktivace makrofágů a dalších imunitních buněk 

vyvolané porušením bariérové funkce střevních epiteliálních buněk. Histopatologické 

změny střevní tkáně jsou u tohoto modelu velmi podobné mikroskopickým změnám, které 

se typicky vyskytují při postižení ulcerosní kolitidou. Dextransulfát byl rozpuštěn v pitné 

vodě o výsledné koncentraci 3%. Zvířata měla přístup k takto obohacené vodě ad libidum 

po dobu 5 dní, poté následovalo období 20 dní, kdy zvířata měla volný přístup k čisté pitné 

vodě. Tento cyklus byl zopakován celkově 7x. Po skončení třetího cyklu byla zvířata 

usmrcena cervikální dislokací, bylo odebráno tlusté střevo a to dále zpracováno. Odebrané 

střevo bylo podélně rozstřiženo a důkladně promyto ve fyziologickém roztoku. Část tkáně 

pak byla okamžitě použita ke stanovení enzymatické aktivity 11HSD a zbytek střeva byl 

šokově zamražen v tekutém dusíku a v něm i následně uskladněn pro další zpracování, 

konkrétně ke stanovení hladin mRNA a aktivity enzymu myeloperoxidázy. 

 

4.3.2. Použité chemikálie 

K experimentům byly použity následující chemikálie: Od firmy Sigma Aldrich (St. 

Louis, MO, USA):  Dextran sulfat sodium salt, Kortikosteron, 11-deoxykortikosteron, od 

firmy Roche (Mannheim, Německo) Fast Start DNA Master Sybr Green I; od firmy 

Invitrogen  (Lofer, Rakousko) RNaseOUT, M-MLV reverzní transkriptasa, Oligo dT 

Primers, dNTP mix, AMP-D1-deoxyribonukleasa, Taq DNA polymerasa; od firmy Top-
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Bio (Praha, Česká republika): PCR H2O, PCR vkládací pufr pro elektroforézu, PCR 

Ethidium Bromid; od firmy VBC-Genomics (Wien, Rakousko) byly pořízeny specifické 

primery pro 11HSD1 (5´3´;GAGTTCAGACCAGAAATGCTCC- forward, 

TGTGTGATGTGATTGAGAATGAGC- reverse), pro 11HSD2 (5´3´; 

GATGTTCCCCTCGCCTGAA- forward, ATGAGCAGTGCAATAGCTGCCTTG- 

reverse),  pro -aktin (5´3´; CCGTAAAGACCTCTATGCCA- forward, 

AAGAAAGGGTGTAAAACGCA- reverse). 

 

4.3.3. Stanovení aktivity 11HSD ve vzorcích DSS kolitidy 

Aktivita 11HSD byla měřena obdobným způsobem podrobně popsaným v kapitole 

4.1.4. Vzorky střevní tkáně o hmotnosti 250 mg byly nařezány a následně inkubovány 

v inkubačním pufru Krebs-Ringer. Jako substrát pro enzymatickou reakci byl v případě 

měření oxidázové reakce použit [
3
H]kortikosteron (1,4510

-6
 M) a v případě měření 

aktivity reduktázové reakce byl použit [
3
H]11-dehydrokortikosteron (1,4510

-6
 M). Po 

inkubaci v uzavřených nádobách po dobu 80 minut byla reakce zastavena prudkým 

ochlazením v ledové tříšti. Jako interní standard byl použit 11-deoxykortikosteron 

(1,4510
-6

 M). Po zastavení reakce byla směs zcentrifugována. Ze supernatantu byly 

vyextrahovány steroidy způsobem popsaným v kapitole 4.3.4 a peleta byla využita ke 

stanovení proteinu. Vlastní analýza steroidů byla provedena pomocí HPLC jak je podrobně 

popsáno v kapitole 4.1.6. a výsledky byly vyjádřeny v nanogramech vzniklého produktu 

vztaženého na gram suché váhy a hodinu. 

 

4.3.4. Extrakce steroidů 

Extrakce steroidů byla prováděna pomocí kolonek reverzní fáze C-18 Sep-Pak 

(Waters, Milford, MA, USA). Kolonky byly nejdříve aktivovány 5ml methanolu a po té 

promyty 5ml vody. Následně byly naneseny vzorky a kolonky propláchnuty 4 ml vody. 

Steroidy byly vyextrahovány pomocí 1,5 ml methanolu. Vzorky byly následně do sucha 

odpařeny pod atmosférou dusíku při teplotě 45°C a uskladněny v mrazicím boxu při 

teplotě -20°C. Vlastní analýza byla provedena pomocí HPLC jak je popsáno v kapitole 

4.1.6.  
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4.3.5. Měření mRNA pro 11HSD1, 11HSD2, TNF-α, IL-1β 

RNA ze zvířecích vzorků byla vyizolována dříve opublikovanou metodou [121]. 

Vzorky byly nejdříve vloženy do lyzačního roztoku (4 M guadininthiokyanát; 25 mM citrát 

sodný, pH 7,0; 0,1 M -merkaptoethanol; 0,5 % sarkosyl) o teplotě 4
o
C v poměru 70-100 

mg střevní tkáně na 1 ml roztoku. Následovala homogenizace pomocí přístroje Polytron 

PT 3000 (Kinematica AG, Švýcarsko) při rychlosti 13000 ot/min. Ke vzniklému 

homogenátu bylo přidáno (na 1 ml použitého lyzačního roztoku) 0,1 ml 2 M acetátu 

sodného, 1 ml vodou saturovaného fenolu a 0,2 ml směsi chloroform-isoamylalkohol       

(v poměru 49:1). Směs byla důkladně protřepána po dobu 15 vteřin a inkubována po dobu 

15 minut při teplotě 4°C. Po skončení inkubace byly vzorky zcentrifugovány při 10000 g 

po dobu 20 minut při teplotě 4°C. Centrifugací vzniklý supernatant byl přenesen do čistých 

skleněných zkumavek a smíchán s isopropylalkoholem v poměru 1:1. Následovala           

30 minutová inkubace při teplotě -20°C. Poté byl vzorek zcentrifugován při 10000 g, po 

dobu 20 min při teplotě 4°C. Supernatant byl odstraněn a peleta rozpuštěna v 0,4 ml 

denaturačního roztoku a 0,1 ml isopropylalkoholu. Následovala inkubace po dobu            

30 minut při teplotě -20°C, po které byly vzorky opět zcentrifugovány při 10000g po 

dobu 10 min při teplotě 4°C. Supernatant byl odstraněn, peleta promyta 75% ethanolem a 

následně byly vzorky opět zcentrifugovány. Získaná peleta byla vysušena na vzduchu        

v termomixeru při teplotě 45
o
C, rozpuštěna ve sterilní ve vodě pro PCR a ošetřena AMP-

D1-deoxyribonukleasou dle návodu dodaného k výrobku. Následně byla ke vzorkům 

přidána směs fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu ve vzájemném poměru 25:24:1. 

Následovala centrifugace při 10000 g po dobu 10 minut při teplotě 4°C. Centrifugací 

vzniklá horní vodná fáze obsahující RNA byla přenesena do nových čistých zkumavek, do 

kterých byl poté přidán 3 M octan sodný a 96% ethanol v poměru 1:0,1:4 

(vzorek:octan:ethanol). Vzniklá směs byla přes noc uložena při teplotě -20°C. Druhý den 

byly vzorky zcentrifugovány při 10000 g po dobu 20 min při teplotě 4°C, supernatant byl 

odstraněn a peleta omyta v 75% ethanolu a opět zcentrifugována. Vzniklá peleta byla 

vysušena a následně rozpuštěna ve vodě pro PCR a uskladněna při teplotě -70°C. 

S odstupem bylo pomocí PCR ověřeno, zda vzorek po ošetření RQ1-deoxyribonukleasou 

obsahuje zbytkovou DNA či nikoliv. PCR reakce byla provedena na přístroji PCR cycler 

(Eppendorf, Hamburg, Německo). Reakční směs o celkovém objemu 25 l obsahovala Taq 

DNA-polymerasu, 3 mM MgCl2, 0,1 mM dNTPmix (0,1 mM každý nukleotid dATP, 
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dTTP, dGTP, dCTP), 0,25 M každého z páru primerů pro -aktin. Reakce byla 

opakována celkem 35x a měla následující průběh:  95°C po dobu 2 minut, 95°C po dobu 

40 vteřin, 60°C po dobu 30 vteřin a 72°C po dobu 50 vteřin. Poslední cyklus reakce byl 

zakončen denaturací při teplotě 72°C po dobu 5 minut. Po ochlazení byly vzorky 

inkubovány při pokojové teplotě společně s ribonukleasou-A  po dobu 20 minut. Poté bylo 

ke vzorkům přidáno 5 l 6 koncentrovaného vkládacího pufru na elektroforézu a vzorky 

byly naneseny na 2 % agarosový gel a následovala elektroforéza v TAE pufru s ethidium 

bromidem (0,1 g/ml) při 100 V po dobu 40 minut. Po skončení elektroforézy byly její 

výsledky vyhodnoceny v UV světle pomocí přístroje Illumina (San Diego, CA, USA). 

V případě přetrvávající kontaminace DNA byly vzorky ošetřeny AMP-D1-

deoxyribonukleasou stejným způsobem jak je uvedeno výše.  

RNA získaná ze vzorků výše uvedeným způsobem byla přepsána reverzní 

transkripcí do cDNA za pomocí M-MLV reverzní transkriptázy. Vlastní reakční směs        

o celkovém objemu 20 l se skládala z 0,5 g oligo-dT primeru, reakčního pufru (1x), 0,01 

M DTT, 0,5 mM dNTP mix, 40 jednotek RNaseOUT a 200 jednotek M-MLV. Nejdříve 

bylo smícháno 5 g RNA s 0,5 g oligo-dT primeru a směs byla inkubována při 70°C po 

dobu 10 minut, po skončení inkubace ihned schlazena v ledové tříšti, poté byly přidány 

zbývající komponenty a vzniklá reakční směs byla inkubována při teplotě 37°C po dobu 60 

minut. Po uplynutí inkubačního času byla směs zahřáta na teplotu 95°C, která byla 

udržována po dobu 5 min. Vzorky byly následně naředěny pomocí vody pro PCR               

a uskladněny při -20°C. Kvantifikace exprese jednotlivých genů byla provedena přístrojem 

LightCycler 1.0 (Roche, Mannheim, Německo) za použití firemního kitu Fast Start DNA 

Master Sybr Green I. Objem reakční směsi činil 10 l a obsahoval reakční pufr  

LightCycler-DNA Master Sybr Green I mix, 1 l 10x naředěné cDNA; MgCl2 3 mM 

(11HSD1), 4 mM (11HSD2) nebo 5 mM (-aktin), každý z páru primerů 0,5 M. Jako 

„housekeeping“ gen byl pro všechny zkoumané geny zvolen -aktin. K analýze byl použit 

následující program: preinkubace a denaturace při teplotě 95°C  po dobu 10 min; následně 

45 cyklů amplifikace, nejdříve při teplotě 95°C po dobu 15 vteřin, dále 55°C  po dobu      

10 vteřin (11HSD1, -aktin) nebo 60°C  po dobu 5 vteřin (11HSD2) a následně při teplotě 

72°C  po dobu 15 vteřin (11HSD1, -aktin) nebo 20 vteřin (11HSD2).  

Rychlost teplotní změny byla u všech popsaných programů nastavena na 20°C za 

vteřinu. Fluorescence byla měřena na konci každé elongace. Pro ověření, zda byl 
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amplifikován pouze požadovaný fragment, byla po ukončení amplifikace provedena 

rozpouštěcí analýza: 72°C po dobu 10 vteřin (rychlost změny teploty 20°C za vteřinu) a 

97°C po dobu 10 vteřin (rychlost změny 0,1°C za vteřinu). Při rozpouštěcí analýze byla 

měřena fluorescence kontinuálně. V každé prováděné analýze byl se vzorky analyzován     

i jeden konstantní vzorek jako interní standard umožňující následnou korekci výsledků 

mezi jednotlivými analýzami. Ze získaných hodnot „crossing-pointů“ pro jednotlivé geny 

byla následně pomocí kalibračních křivek vypočítána hladina mRNA. Kalibrační křivky 

byly sestrojeny pro každý zkoumaný gen a jako standardní cDNA byla použita cDNA ze 

zdravé střevní tkáně (rozsah ředění 5 - 1000). Výsledky byly vypočítány jako poměr 

11HSD1/-aktin, 11HSD2/-aktin. Jednotlivé vzorky byly analyzovány v duplikátech 

nebo triplikátech. Sekvence jednotlivých primerů, koncentrace MgCl2 a vlastní program 

amplifikace byl stanoven na podkladě předchozích publikací. 

 

4.3.6. Stanovení aktivity MPO 

Aktivita enzymu myeloperoxidázy byla stanovena ve zmražených vzorcích střevní 

tkáně metodou podrobně popsanou v kapitole 4.1.8. 

 

4.4. 11HSD a adjuvantní artritida 

4.4.1. Použitá zvířata 

Všechna zvířata k experimentům pocházela ze standardního chovu Fyziologického 

ústavu Akademie věd České republiky v.v.i. K pokusům byli použiti dospělí samci 

potkanů kmene Lewis ve stáří 7-9 týdnů a to jak ve skupině experimentální, tak ve skupině 

kontrolní. Zvířata byla chována při stálé teplotě 22
o
C a konstantní fotoperiodě 12 hodin 

světlo, 12 hodin tma. Po celou dobu experimentu měla zvířata volný přístup k vodě a 

standardní dietě pro laboratorní zvířata. Adjuvantní artritida byla indukována pomocí dříve 

popsané metody [173] za pomoci suspenze tepelně usmrcených bakterií Mycobacterium 

butyricum rozpuštěných v inkompletním Freundovo adjuvans. To bylo vpraveno zvířatům 

subkutánní injekcí do proximální části ocasu. Kontrolní skupině zvířat byl obdobným 

způsobem aplikován 0,9% roztok NaCl. Experiment proběhl ve dvou nezávislých částech. 

V první části byly porovnávány změny mezi skupinou artritickou a skupinou kontrolní. Ve 

druhé části experimentu byla artritická skupina 8. den po aplikaci Freundova adjuvans 

rozdělena do 5 podskupin a každé podskupině byla v následujících sedmi dnech aplikována 

látka modulující zánět, nebo metabolismus glukokortikoidů. První skupině byl aplikován 
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rekombinantní kompetitivní inhibitor receptoru pro TNF-α etanercept ve formě subkutánní 

injekce. Denní aplikovaná dávka byla určena na základě dřívějších publikací a činila 4 mg 

etanerceptu (rozpuštěného v 0,9% roztoku NaCl) na kilogram živé váhy. Druhé skupině 

byl aplikován kompetitivní antagonista receptoru pro IL-1β anakinra prostřednictvím 

subkutánně implantované osmotické minipumpy Alzet 2ML1 od firmy Alzet (Cupertino, 

CA, USA). Anakinra byla dávkována kontinuálně minipumpou rychlostí 5mg na kilogram 

živé váhy za hodinu. Třetí skupině byl aplikován neselektivní inhibitor 11β- 

hydroxysteroiddehydrogenázy karbenoxolon v množství 12,5mg na kilogram živé váhy ve 

formě subkutánní injekce za použití 0,9% roztoku NaCl jako rozpouštědla. Čtvrté skupině 

byl aplikován antagonista glukokortikoidních receptorů mifepriston formou 

intraperitoneální injekce v množství 30 mg mifepristonu na kilogram živé váhy, který byl 

rozpuštěn v 0,9% roztoku NaCl. Tato dávka byla aplikována v intervalu 24 hodin. Poslední 

páté skupině byl aplikován pouze fyziologický roztok formou subkutánní injekce. Zvířata 

byla usmrcena cervikální dislokací 16. (v prvním experimentu) nebo 18. (v druhém 

experimentu) den po indukci artritidy. Ze zvířat byly ihned po usmrecní odebrány 

inguinální, lumbální a kaudální lymfatické uzliny, které byly ihned po odběru šokově 

zmraženy v tekutém dusíku, ve kterém byly následně uskladněny. Ze zvířat byly dále 

odebrány kolenní klouby, z nichž byla následně vypreparována synoviální tkáň a z té 

vyizolovány vlastní synoviocyty. Hodnocení artritických změn bylo převzato z dříve 

opublikované práce [174].  

 

4.4.2. Indukce a hodnocení adjuvantní artritidy  

Adjuvantní artritida byla indukována pomocí dříve popsané metody [173] za 

pomoci suspenze tepelně usmrcených bakterií Mycobacterium butyricum rozpuštěných     

v inkompletním Freundovo adjuvans. Použitý model představuje autoimunitní artritidu 

zprostředkovanou T lymfocyty a vyvolané zánětlivé změny jsou podobné změnám při 

revmatoidní artritidě a jiných zánětlivých artritidách. Indukční směs byla připravena 

následujícím způsobem: nejdříve bylo v třecí misce důkladně rozdrceno 100 mg tepelně 

inaktivovaných sušených bakterií Mycobacterium butyricum. K rozdrceným 

mykobakteriím byly přidány 3 ml inkompletního Freundovo adjuvans (parafínový olej, 

fyziologický roztok, Tween 80 v poměru 1:0.67:0.17) a směs byla dále třena po dobu         

2 minut. Vzniklý produkt byl vložen do 15 ml skleněné zkumavky. Do třecí misky 

obsahující zbytek směsi byly přidány další 3 ml inkompletního Freundovo adjuvans a 
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následně byla vzniklá směs třena po dobu 30 vteřin. Po té byla vzniklá směs přidána do 

skleněné zkumavky k materiálu získanému v předchozím kroku. Takto získaná indukční 

směs byla uložena v tmavém prostředí při teplotě 4
o
C.  

Vlastní indukce adjuvantní artritidy byla provedena v etherové anestezii 

jednorázovou aplikací 100µl suspenze subkutánní injekcí do proximální části ocasu ve 

vzdálenosti 2 centimetry od kořene. Suspenze byla před aplikací důkladně promíchána. Pro 

možnost sledování rozvoje artritidy byla denně měřena hmotnost zvířat a edém 

postižených končetin. Měření probíhalo na dvou místech, v oblasti hlezenního kloubu a 

v oblasti poloviny hlezenní kosti. Vlastní měření bylo prováděno pomocí přesného 

posuvného měřítka ve dvou rovinách na sebe vzájemně kolmých v předozadním a bočním 

směru. Na základě získaných dat byla vypočtena plocha elipsy kloubu podle vzorce: 

Plocha elipsy = 𝜋 x a x b kde a představuje rozměr v bočním směru a b rozměr ve směru 

předozadním.  

 

4.4.3. Použité chemikálie 

K experimentům byly použity následující chemikálie: Od firmy Sigma Aldrich (St. 

Louis, MO, USA): Genelute mammalian total RNA kit, Carbenoxolone,  Mifepriston, 

Albumin; od firmy Biochrome AG (Berlín Německo): fetální bovinní sérum, RPMI-1640, 

Kolagenasa IV; od firmy Invitrogen  (Lofer, Rakousko) RNaseOUT, M-MLV reverzní 

transkriptasa, Random Primers; od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA): 

TaqMan Universal PCR Master Mix with AmpEraseUNG, TaqMan Gene Expression 

Assays pro  11HSD1 (kat.č. Rn 00567167-m1), 11HSD2 (kat.č. Rn 00492539-m1), TNF-α 

( kat.č. Rn 99999017-m1), COX-2 (kat.č. Rn 00568225-m1), OPN (kat.č. Rn 01449972-

m1), GR (kat.č. Rn 00561369-m1), S100A4 (kat.č. Rn 01451938-m1) a  TaqMan 

Endogenous Control Rat GAPDH (VIC/MGB) (kat.č. 4352338); od firmy Phenomenex 

(Torrance, CA, USA) Strata-X C18 Polymeric Solid Phase extraction Kit; od firmy Penta 

chemicals (Praha, Česká Republika) Methanol p. a. kvalita; Od firmy Difco Laboratories 

(Detroit, MI, USA) heat-killed dry Mycobacterium butyricum, inkompletní Freundovo 

adjuvans; od firmy MP biomedicals (Solon, OH, USA): MP Biomedicals Corticosterone 

RIA 3H kit 
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4.4.4. Měření hladiny mRNA 11HSD1, 11HSD2, TNF-α, COX-2, osteopontinu, 

glukokortikoidního receptoru a S100A4  

Ze zpracovávaných vzorků byla vyextrahována RNA prostřednictvím produktu 

Genelute mammalian total RNA kit. Vlastní lýza buněk byla provedena smícháním 

suspenze buněk s roztokem „Lysis solution“, který byl obohacen 2-merkaptoethanolem 

v množství 10µl/1ml. Roztok obsahující lyzované buňky byl přenesen do filtrační kolonky 

a zcentrifugován při 14000x g po dobu dvou minut při teplotě 4
o
C. Po ukončení 

centrifugace byl filtrát smíchán s 250 µl 70% ethanolu. Vzniklý roztok byl důkladně 

protřepán a následně přenes do vázací kolonky. Následovala centrifugace při 14000x g po 

dobu 15 vteřin při teplotě 4
o
C . Po té byla kolonka opět za pomoci centrifugace promyta 

500 µl roztoku „Wash solution 1“ a následně 500 µl roztoku „Wash solution 2“. Po 

promytí následovala centrifugace vázací kolonky s 500 µl roztoku „Wash solution 2“ při 

14000x g po dobu dvou minut při teplotě 4
o
C. V poslední fázi bylo do kolonky přidáno    

50 µl roztoku „Elute solution“ a následovala centrifugace při 14000x g po dobu jedné 

minuty při teplotě 4
o
C. Získaná RNA byla uskladněna při teplotě -70

o
C. 

 

4.4.4.1.Kvantitativní real time RT PCR 

Vzorky RNA byly transkribovány do cDNA pomocí reverzní transkripce za pomoci 

M-MLV reverzní transkriptázy. Celkový objem reakční směsi činil 20 µl. Nejdříve byla 

smíchána přepisovaná mRNA se 100 ng Random primers, 1 µl 10 mM dNTP mix a 12 µl 

PCR H2O. Tato směs byla inkubována po dobu 5 minut při teplotě 65
o
C a následně prudce 

zchlazena. Následně bylo přidáno: 4 µl reakčního pufru (5x), 2 µl 0,1 M DTT a 1 µl        

(40 jednotek) rekombinantního ribonukleásového inhibitoru RNase OUT. Po té 

následovala inkubace při teplotě 37
o
C po dobu 2 minut. Poté byl přidán 1 µl (200 jednotek)  

M-MLV reverzní transkriptázy. Poté následovaly dva kroky inkubace nejdříve po dobu 10 

minut při teplotě 25
o
C a následně 50 minut při teplotě 37

o
C. Reakce byla zastavena 

zahřátím směsi na 70
o
C po dobu 15 minut. Vzniklé vzorky s cDNA byly 10 naředěny a 

uskladněny při teplotě -20°C.  

Kvantitativní real time PCR byla provedena pomocí přístroje Abi-Prism 7,000 

Sequence Detection System instrument od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA, 

USA). Užity byly firemně vyráběné FAM/TAMRA značené proby pro jednotlivé geny a 

jako „housekeeping“ gen byl použit GAPDH. Měření probíhalo obdobně, jako je podrobně 

popsáno v kapitole 4.1.7.1. Reakční směs o celkovém objemu 20 µl obsahovala 1 µl      
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10x naředěné cDNA získané reverzní transkripcí, 10 µl reakčního pufru TaqMan Universal 

PCR Master Mix s AmpEraseUNG, a 1 µl firemně vyrobeného TaqMan Gene Expression 

Assay pro jednotlivé geny.  K vlastní analýze byl použit program sestávající z aktivace 

Uracyl-N-Glykosylasy při teplotě 50
o
C po dobu 2 minut, po té zahřátí „hotstart“ 

polymerázy při teplotě 95
o
C po dobu 10minut a následně 40 cyklů sestávajících z 15 vteřin 

trvající denaturace, nasedání primerů a extenze při 60
o
C  po dobu 1 minuty. Ze získaných 

hodnot „crossing-pointů“ byla stanovena hladina mRNA pomocí kalibračních křivek, které 

byly sestrojeny pro každý zkoumaný transkript. Výsledky byly vypočítány jako poměr 

relativních koncentrací jednotlivých genů. 

 

4.4.5. Izolace synoviocytů 

Synoviální buňky byly vyizolovány z čerstvých kolenních kloubů pomocí 

enzymatického procesu metodou opublikovanou dříve [175], která byla mírně pozměněna. 

Veškeré kroky vlastní izolace synoviocytů probíhaly za sterilních podmínek. Kolenní 

klouby byly nejdříve důkladně očištěny pomocí jemné preparace od veškeré svalové a 

tukové tkáně, následně bylo otevřeno kloubní pouzdro a z něj mechanicky odebrány 

synoviální membrány. Ty byly následně rozmělněny na malé kousky pomocí skalpelu a po 

té vloženy do roztoku RPMI-1640 obohaceného kolagenasou typu IV. v poměru 1mg 

enzymu na 1 ml roztoku. Následovala inkubace při teplotě 37
o
C po dobu 60 minut 

v atmosféře obsahující 5% CO2. Směs byla po ukončení inkubace přefiltrována přes 

nylonové sítko o průměru 20 µm. Následovala centrifugace při 700 x g po dobu 5 minut při 

teplotě 4
o
C. Následně byla peleta obsahující synoviocyty rozpuštěna a promyta v RPMI-

1640 a ještě jednou zcentrifugována za stejných podmínek jako v předešlém kroku. 

V případě vzorků zpracovávaných pro stanovení mRNA byla peleta rozpuštěna 250 µl 

Lysis solution z kitu genelute mammalian total RNA a následně zpracována postupem 

podrobně popsaným v kapitole 4.4.4. V případě vzorků, které byly zpracovány ke 

stanovení enzymové aktivity byla peleta rozpuštěna v roztoku RPMI-1640 obohaceném 

fetálním bovinním sérem o koncentraci 10% a směsí antibiotik (streptomycin, gentamycin, 

penicilin) o koncentraci 0,1%.  

 

4.4.6. Izolace buněk z lymfatických uzlin 

Lymfatické buňky byly získány ze směsi  inguinálních, lumbálních a kaudálních 

lymfatických uzlin. Jednotlivé lymfatické uzliny byly nejdříve za sterilních podmínek 
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důkladně mechanicky očištěny od veškeré tukové tkáně a následně rozmělněny pomocí 

skalpelu a rozdrceny v petriho misce za pomoci pístu jednorázové plastové injekční 

stříkačky. Vzniklý homogenát byl propasírován přes nylonové sítko o průměru 20 µm, 

čímž došlo k rozdělení mobilní a pevné fáze zpracovávaných lymfatických uzlin. Mobilní 

část, která prošla nylonovým sítkem, obsahovala mobilní lymfatické buňky a pevná část, 

která zůstala na sítku, obsahovala stromální buňky lymfatických uzlin. Obě fáze byly dále 

zpracovávány odděleně. Další zpracování se lišilo podle určení vzorků. U vzorků určených 

ke stanovení mRNA byla mobilní i pevná část zpracována stejným způsobem. Jednotlivé 

vzorky tkání byly rozpuštěny ve 250 µl roztoku Lysis solution (součást Genelute 

mammalian total RNA kitu) a dále zpracovány jak je popsáno v kapitole 4.4.4. Při 

zpracování vzorků, ve kterých byla stanovována aktivita 11HSD byl zvolen odlišný postup 

při zpracování mobilní a pevné fáze lymfatických uzlin. Mobilní fáze byla nejdříve 

rozpuštěna v roztoku RPMI-1640 a následně zcentrifugována při 700 x g po dobu 5 minut 

při teplotě 4
o
C. Peleta byla následně opět rozpuštěna v roztoku RPMI-1640 a opakovaně 

zcentrifugována za stejných podmínek jako v předešlém kroku. Následně byla peleta 

rozpuštěna v roztoku: RPMI-1640, fetálního bovinního séra v množství odpovídající 10% 

koncentraci ve finálním roztoku a kombinací antibiotik (streptomycin, gentamycin, 

penicilin) v množství odpovídajícím 0,1% finálního roztoku. Pevná fáze lymfatických 

uzlin byla nejdříve inkubována v roztoku RPMI-1640 obohaceném o kolagenasu typu IV 

v množství 1 miligram na mililitr při teplotě 37
o
C po dobu 50 minut v atmosféře obsahující 

5% CO2. Následně byla suspenze zcentrifugována při 700x g po dobu 5 minut při teplotě 

4
o
C. Následovalo rozpuštění pelety v roztoku RPMI-1640 a opakovaní centrifugace za 

stejných podmínek jako v předchozím kroku. Po centrifugaci byla peleta rozpuštěna 

v roztoku RPMI-1640, fetálního bovinního séra a směsi antibiotik který měl stejné složení 

jako v případě mobilní fáze.  Vlastní měření aktivity enzymu bylo provedeno způsobem 

popsaným v kapitole 4.4.7. 

 

4.4.7. Stanovení aktivity 11β-HSD 

Jednotlivé vzorky synoviocytů a buněk mobilní a pevné fáze rozpuštěné v růstovém 

roztoku RPMI 1640, fetálního bovinního séra a směsi antibiotik získaných postupem 

popsaným výše byly rozpipetovány do sterilních plastových kultivačních šestijamkových 

destiček v objemu 1 ml na jamku a preinkubovány po dobu 60 minut v kultivačním boxu 

při teplotě 37
o
C v atmosféře obsahující 5% CO2. Po preinkubaci byl ke vzorkům přidán 
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radioaktivně značený substrát v množství odpovídajícím finální koncentraci 21nmol/l.      

V případě měření 11β-reduktázové aktivity byl radioaktivním substrátem [
3
H]11-

dehydrokortikosteron. V případě měření 11β-oxidázové aktivity byl jako radioaktivně 

značený substrát použit [
3
H]kortikosteron. Po přidání radioaktivně značeného substrátu 

následovala inkubace po dobu 24 hodin při teplotě 37
o
C v atmosféře obsahující 5% CO2. 

Po skončení inkubace byly ze vzorků vyextrahovány steroidy obdobnou metodou podrobně 

popsanou v kapitole 4.1.5 za použití kolonek reverzní fáze Strata-X C18 (Phenomenex, 

Torrance, CA, USA). Vyextrahované steroidy byly následně do sucha odpařeny a 

uskladněny při teplotě -20°C a zanalyzovány pomocí HPLC jak je popsáno v kapitole 

4.1.6.  

 

4.4.8. Stanovení proteinu 

Stanovení proteinu bylo provedeno metodou podle Lowryho. Před vlastním 

měřením byl nejdříve připraven Lowryho mix o následujícím složení: 9,6 ml Lowryho 

roztoku (2% Na2CO3 + 0,4% NaOH), 0,2 ml 1% roztoku vinanu-sodno-draselného, 0,2 ml 

0,5% roztoku CuSO4. Reakční směs byla připravena smícháním 1000 l Lowryho mixu 

se 100 l vzorku. Následovala inkubace po dobu 15 minut při pokojové teplotě, po té bylo 

přidáno 100 l folinového reagens (směs s H20 v poměru 1:1). Po 30 minutách od přidání 

folinového reagens následovalo měření absorbance při 700 nm. Kalibrační křivka byla 

sestrojena pomocí vzorků se známým obsahem proteinu (hovězího sérového albuminu) 

v reakční směsi v rozsahu od 0 do 100 g.  

 

4.5. Statistické metody 

 

4.5.1. 11-hydroxysteroiddehydrogenasa a experimentální TNBS kolitida 

Hodnoty jsou udány jako aritmetický průměr  střední chyba aritmetického 

průměru. Změny mezi skupinami při podávání látek ovlivňujících glukokortikoidní 

metabolismus byly hodnoceny jednoduchou analýzou rozptylu. Pokud ANOVA vyšla 

signifikantní, byly rozdíly pro jednotlivé skupiny hodnoceny Newman-Keulsovým testem. 

V případě vyhodnocování exprese mRNA 11HSD1 v intraepiteliálních lymfocytech byl 

k porovnání obou skupin použit Studentův t-test. Hladina významnosti byla zvolena 5 %. 
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4.5.2. 11-hydroxysteroidehydrogenasa a ulcerozní kolitida  

Hodnoty jsou uvedeny jako medián a 25. A 75. percentil. Vzhledem 

k nenormálnímu rozdělení pravděpodobností byl k porovnání dat mezi skupinami použit 

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

 

4.5.3. 11-hydroxysteroidehydrogenasa a experimetální DSS kolitida 

Hodnoty jsou uvedeny jako medián a 25. A 75. percentil. Vzhledem 

k nenormálnímu rozdělení pravděpodobností byl k porovnání dat mezi skupinami použit 

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

 

4.5.4. 11-hydroxysteroidehydrogenasa a adjuvantní artritida 

Hodnoty jsou udány jako aritmetický průměr  střední chyba aritmetického 

průměru. Rozdíly mezi skupinou kontrolní a artritickou byly hodnoceny pomocí 

Studentovo t-testu. Porovnání skupin při podávání látek ovlivňujících zánět a 

glukokortikoidní metabolismus bylo provedeno pomocí jednoduché analýzy rozptylu. 

Pokud ANOVA vyšla signifikantní, byly rozdíly pro jednotlivé skupiny hodnoceny pomocí 

Fisherovy LSD metody mnohonásobného porovnávání. Hladina významnosti byla zvolena 

5 %. 
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5. VÝSLEDKY 
 

5.1. 11HSD a experimentální TNBS kolitida 

Enterální aplikace směsi trinitrobenzensulfonové kyseliny (TNBS) a etanolu 

vyvolala zánětlivé změny v celém postiženém úseku tlustého střeva. Rozsah a míra 

zánětlivých změn byla úměrná aplikované dávce. Při indukci kolitidy dávkou 8 mg TNBS 

převládaly  u všech zvířat zánětlivé změny odpovídající středně těžké zánětlivé reakci. Při 

mikroskopickém vyšetření vzorků tkáně tlustého střeva byl nacházen nález mírně porušené 

architektoniky, zánětlivé celulizace s leukocyty v submukoze a atrofickou, fibrotisovanou 

sliznicí (obr. 5.1, 5.2). Ve vzorcích získaných ze skupiny, které bylo aplikováno 30mg 

TNBS byly nacházeny těžké až velmi těžké zánětlivé změny. Při mikroskopickém 

vyšetření byl typickým nálezem obraz těžké poruchy architektury, rozsáhlých ulcerací, 

s leukocytárním demarkačním lemem na jejich spodině, flegmonózním zánětem v celé 

stěně, místy kryptovité abscesy, fibroproduktivními změnami na seroze a nekrotickou 

sliznici (obr. 5.3, 5.4).  

 

 

Obrázek 5.1. Mikroskopický obraz kolitidy po aplikované dávce 8 mg TNBS 

(zvětšeno 100x) 
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Obrázek 5.2 Mikroskopický obraz kolitidy po aplikované dávce 8 mg TNBS 

(zvětšeno 100x) 

 

 
Obrázek 5.3 Mikroskopický obraz kolitidy po aplikované dávce 30 mg TNBS 

(zvětšeno 40x) 
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Obrázek 5.4 Mikroskopický obraz kolitidy po aplikované dávce 30 mg TNBS 

(zvětšeno 100x) 

 

Indukce TNBS kolitidy signifikantním způsobem ovlivnila aktivitu 11HSD v čerstvě 

zmražených tkáňových řezech z tlustého střeva. Aktivita 11HSD v tkáňových řezech byla 

měřena jako konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron a obráceně. Vyjádřena 

byla v ng vzniklého kortikosteronu nebo 11-dehydrokortikosteronu za hod na mg sušiny.  

U kontrolních zvířat, kterým nebyla podána TNBS byla naměřena oxidázová aktivita 51,4 

± 5,6 ng/h.mg sušiny a reduktázou aktivita 2,7 ± 0,4 ng/h.mg sušiny. Oxidázová aktivita 

byla snížena ve vzorcích zvířat kterým byla aplikována TNBS a toto snížení aktivity 

korelovalo s podanou dávkou TNBS (obr. 5.5). Reduktázová aktivita byla naopak výrazně 

zvýšena ve vzorcích s TNBS a toto zvýšení také korelovalo s podanou dávkou (obrázek 

5.6). Vzhledem k tomu, že u všech tři sledovaných skupin byla absolutní hodnota 

oxidázové aktivita vyšší než aktivity reduktázové, byla celková aktivita 11HSD ve 

prospěch oxidace (Tab. I).  
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Obr. 5.5 Konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron (oxidace) 

v tkáňových řezech tlustého střeva s indukovanou TNBS kolitidou a kontrolní 

skupině (CTRL). Aktivita je uvedena % kontrolní skupiny 
*
 (p < 0,05), 

významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 

 

 

 
Obr. 5.6 Konverze 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron (redukce) 

v tkáňových řezech tlustého střeva s indukovanou TNBS kolitidou a kontrolní 

skupině (CTRL). Aktivita je uvedena % kontrolní skupiny 
*
 (p < 0,05), 

významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 
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Tab. I Rozdíl aktivit 11-hydroxysteroiddehydrogenasy (oxidasová mínus 

reduktasová) v tkáňových řezech tlustého střeva u potkanů s indukovanou 

TNBS kolitidou a u kontrolní skupiny  

 

 rozdíl aktivit 

kontrola     48,7  6,3  

TNBS 8mg 37,2  3,7 

TNBS 30mg   10  2
 

  

Rozdíl aktivit je uveden v nmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu za hod na 

mg sušiny.  

 

Při experimentu kdy byla indukována kolitida dávkou 30 mg TNBS a následně byly 

na zánětlivě poškozenou střevní sliznici topicky aplikovány jednotlivé látky různým 

způsobem ovlivňující glukokortikoidní metabolismus, došlo k signifikantním změnám       

v aktivitě 11-hydroxysteroiddehydrogenasy (obr 5.7). Při topické aplikaci neselektivního 

inhibitoru 11-hydroxysteroiddehydrogenasy karbenoxolonu došlo k poklesu oxidázové 

aktivity o téměř 50 %. Velmi podobný účinek na oxidázovou aktivitu 11HSD jako aplikace 

karbenoxolonu mělo topické podávání budesonidu. Topická aplikace karbenoxolonu 

společně s antagonistou glukokortikoidních receptorů mifepristonem (RU-486), vedlo 

k oslabení efektu samotného karbenoxolonu  

 
Obr. 5.7. Konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron v tkáňových 

řezech tlustého střeva s indukovanou TNBS kolitidou, s topickou aplikací 

karbenoxolonu (CBX), mifepristonu (RU), budesonidu (BUD) a kontrolní 

skupině (CTRL). Aktivita je uvedena % aktivity TNBS skupiny 

 
*
 (p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání s TNBS skupinou; 

# 
(p < 0,05), 

významně rozdílné ve srovnání se skupinou TNBS + CBX + RU 

Převzato z Ergang P, Leden P et al., Dig Dis Sci. 2008 Aug;53:2160-7 
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Při experimentu byla kromě aktivity 11HSD také sledována, pomocí jednokrokové 

RT-PCR v reálném čase exprese mRNA genů obou  izoforem 11HSD a jejich množství 

bylo vztaženo na „housekeeping“ gen -aktin. Jak je patrné z obrázku 5.8, topická aplikace 

neselektivního inhibitoru 11HSD karbenoxolonu několikanásobně zvyšovala hladinu 

11HSD1 mRNA. Aplikace mifepristonu společně s karbenoxolonem vedla k inhibici 

tohoto vzestupu. Signifikantní vzestup 11HSD1 mRNA byl pozorován také po topickém 

podávání budesonidu. V případě 11HSD2 mRNA byla situace odlišná (obr 5.9). Podávaní 

karbenoxolonu vedlo k významnému snížení exprese 11HSD2 mRNA, zatímco aplikace 

karbenoxolonu v kombinaci s mifepristonem, ani podávání budesonidu nevedlo 

k signifikantním změnám ve srovnání s kontrolní skupinou.  

 

Obr. 5.8 Exprese mRNA 11-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 ve vzorcích 

tlustého střeva. Ze skupin zvířat s TNBS kolitidou (TNBS), s TNBS kolitidou a 

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

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

aplikací budesonidu (TNBS + BUD) a v kontrolní skupině (CTRL). Exprese je 

vyjádřena v % TNBS skupiny. 
*
 (p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání s TNBS skupinou; 

# 
(p < 0,05), 

významně rozdílné ve srovnání se skupinou TNBS + CBX + RU 

Převzato z Ergang P, Leden P et al., Dig Dis Sci. 2008 Aug;53:2160-7 
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Obr. 5.9 Exprese mRNA 11-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 ve vzorcích 

tlustého střeva. Ve skupinách zvířat s TNBS kolitidou (TNBS), s TNBS a  

aplikací karbenoxolonu (TNBS + CBX), TNBS a aplikací karbenoxolonu a 

mifepristonu (TNBS + CBX + RU), TNBS a aplikací budesonidu (TNBS + 

BUD) a v kontrolní skupině (CTRL). Exprese je vyjádřena v % TNBS 

skupiny. 
*
 (p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání s TNBS skupinou; 

# 
(p < 

0,05), významně rozdílné ve srovnání se skupinou TNBS + CBX + RU 

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

 

Pomocí jednokrokové RT-PCR v reálném čase byly měřeny také hladiny mRNA 

prozánětlivých cytokinů TNF-α, a IL-1β, enzymu zánětlivé reakce COX-2 a proteinu 

MUC-2. Jejich množství bylo vztaženo na „housekeeping“ gen GAPDH. Z výsledků 

shrnutých v tabulce II vyplývá, že podávání karbenoxolonu významně neovlivňuje hladiny 

mRNA genů pro TNF-α,  IL-1β, COX-2. Při podávání karbenoxolonu však dochází 

k významnému vzestupu hladiny mRNA genu pro MUC2 a to jak při aplikaci 

karbenoxolonu samotného, tak při jeho současném podávání s mifepristonem.  Lokální 

podávání budesonidu má za následek snížení hladin mRNA pro  TNF-α, IL-1β a COX-2. 

Signifikantní vliv na hladinu MUC-2 mRNA lokální podávání budosenidu nemá. Podávání 

mifepristonu vedlo k významnému zvýšení hladin mRNA prozánětlivých cytokinů TNF-α 

a IL-1β a nemělo žádný prokazatelný vliv na hladiny mRNA COX-2, MUC-2. 
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Tab. II Hladiny mRNA prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL-1β, enzymu COX-

2 a proteinu MUC-2, při TNBS kolitidě a topickém podávání látek 

ovlivňujících glukokortikoidní metabolismus.   

 

 TNBS TNBS + 

karbenoxolon 

TNBS + 

karbenoxolon 

+RU 

TNBS + 

budesonid 

kontrola 

TNF-α 1.0 ± 0.1 0.8 ± 0.1 2.1 ± 0.5
*
 0.3 ± 0.1

*, #
 0.5 ± 0.1

*, #
 

IL-1β 0.8 ± 0.2 0.7 ± 0.1 1.4 ± 0.3 0.3 ± 0.1
*, #

 0.4 ± 0.2
#
 

COX-2 3.5 ± 0.5 3.3 ± 0.5 3.1 ± 0.6 0.6 ± 0.1
*, #

 0.4 ± 0.1
*, #

 

MUC-2 1.1 ± 0.4
#
 3.0 ± 0.4

*
 3.3

 
± 0,4

* 
1.3 ± 0.3

#
 0.9 ± 0.2

#
 

 

Uvedené hladiny vztaženy na mRNA „housekeeping“ genu GAPD. 
*
 (p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání s TNBS skupinou; 

# 
(p < 0,05), 

významně rozdílné ve srovnání se skupinou TNBS + CBX + RU 

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

 

K posouzení míry zánětlivé infiltrace zkoumaných vzorků byla stanovena aktivita 

enzymu myeloperoxidázy. Ta byla použita jako index infiltrace tkáně tlustého střeva 

neutrofilními leukocyty. U vzorků ze zvířat, kterým byla aplikována TNBS došlo 

k signifikantnímu nárůstu aktivity myeloperoxidázy oproti vzorkům kontrolní skupiny. 

Zatímco topické podávání karbenoxolonu nemělo za následek významnou změnu aktivity 

MPO, aplikace CBX + RU486 vedlo k signifikantnímu vzestupu aktivity oproti skupině 

TNBS. Lokální podávání budesonidu vedlo k poklesu aktivity MPO ve srovnání s TNBS 

skupinou (tab. III) 

Tab. III aktivita myeloperoxidázy ve vzorcích tlustého střeva u potkanů 

s indukovanou TNBS kolitidou a u kontrolní skupiny  

 

 rozdíl aktivit 

kontrola       1,9  0,3
*, #

 

TNBS 4.5 ± 0.5
#
 

TNBS +CBX 

TNBS + CBX + RU 

TNBS + BUD 

 4.2 ± 0.6
#
 

 7.1 ± 0.7
*
 

2.2 ± 0.4
*, # 

 

Aktivita je uvedena v jednotkách enzymové aktivity na gram tkáně, přičemž 

jedna jednotka enzymové aktivity byla definována jako množství enzymu 

v gramu tkáně, které způsobí změnu absorbance o 1 jednotku za jednu minutu. 
*
 (p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání s TNBS skupinou; 

# 
(p < 0,05), 

významně rozdílné ve srovnání se skupinou TNBS + CBX + RU  
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Pomocí jednokrokové RT-PCR v reálném čase byly měřeny hladiny mRNA 

11HSD1 ve vyizolovaných intraepiteliálních lymfocytech tlustého střeva. Jak je zřejmé 

z tabulky IV, hladina 11HSD 1 mRNA byla významně zvýšena ve skupině s TNBS oproti 

skupině kontrolní. 

 

Tab. IV Hladina mRNA 11-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v izolovaných 

intraepiteliálních lymfocytech. Hodnoty jsou udány jako poměr 11HSD/GAPD  

 

 11HSD/GAPD 

kontrola          0,05  0,01 

TNBS          0,37  0,13
*
 

 
*
 (p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 

 

 

5.2. Ulcerosní kolitida a 11HSD 

 

V bioptických vzorcích tlustého střeva získaných od pacientů s ulcerosní kolitidou 

a pacientů kontrolní skupiny (u kterých bylo histologicky vyloučeno zánětlivé střevní 

onemocnění) byla pomocí jednokrokové RT-PCR v reálném čase měřena hladina mRNA 

obou 11-hydroxysteroiddehydrogenas (11HSD1, 11HSD2) a jejich hladina byla vztažena 

na „housekeeping“ gen -aktin. Měřením bylo zjištěno, že ve vzorcích od pacientů 

s ulcerosní kolitidou je významně vyšší hladina mRNA 11HSD1 ve srovnání s kontrolní 

skupinou (obr 5.10). 

Při měření hladin mRNA 11HSD2 bylo zjištěno, že ve skupině vzorků od pacientů 

s ulcerosní kolitidou dochází k opačným změnám nežli v případě mRNA 11HSD1, tedy 

k poklesu hladin ve srovnání se vzorky kontrolní skupiny (obr 5.11). Zjištěné výsledky 

napovídají, že v průběhu ulcerosní kolitidy dochází k vzestupu exprese genu 11HSD1         

a poklesu exprese genu 11HSD2. 
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Obr. 5.10 Box-Whiskers graf znázorňující expresi mRNA 11-

hydroxysteroiddehydrogenasy 1 ve vzorcích od pacientů s ulcerosní kolitidou 

(colitis) a kontrolní skupině (ctrl). Hodnoty vyjadřují poměr 11HSD/-aktin 

Signifikantní rozdíl mezi skupinami pomocí Mann-Whitney U-test (p < 0,001) 

Převzato z Zbánková S, Bryndová J, Leden P et al. J Gastroenterol Hepatol. 

2007 Jul;22:1019-23  

 

 

 

 

 
Obr. 5.11 Box-Whiskers graf znázorňující expresi mRNA 11-

hydroxysteroiddehydrogenasy 2 ve vzorcích od pacientů s ulcerosní kolitidou 

(colitis) a kontrolní skupině (ctrl). Hodnoty vyjadřují poměr 11HSD/-aktin 

Signifikantní rozdíl mezi skupinami pomocí Mann-Whitney U-test (p < 0,01) 

Převzato z Zbánková S, Bryndová J, Leden P et al. J Gastroenterol Hepatol. 

2007 Jul;22:1019-23 
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Při měření hladin mRNA prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL-1β pomocí 

jednokrokové RT PCR v reálném čase byly zjištěny signifikantní rozdíly mezi vzorky 

získanými od pacientů s ulcerosní kolitidou a pacientů z kontrolní skupiny. Jak v případě 

mRNA TNF-α, tak v případě mRNA IL-1β byly zjišteny významně vyšší hladiny ve 

vzorcích ulcerosní kolitidy ve srovnání s kontrolní skupinou (tab. V). Lze tedy konstatovat, 

že v průběhu ulcerosní kolitidy dochází ke zvýšené expresi těchto prozánětlivých cytokinů 

střevní tkání. 

 

Tab. V Exprese TNF-α mRNA a IL-1βmRNA ve vzorcích tlustého střeva u 

pacientů s ulcerosní kolitidou a u pacientů kontrolní skupiny  

 

 TNF-α Il-1β 

Kontrola 2.01 (1.00-2.78) 0.07 (0.04-0.11)   

Ulcerosní kolitida 5.55 (2.53-11.71) 0.61 (0.51-0.75)
 

   

 

Exprese je uvedena jako medián (25.-75. percentil) poměru hladin mRNA 

TNF-α(IL-1β)/β-aktin.  

 

 

5.3. 11HSD a experimentální DSS kolitida 

V experimentální skupině zvířat vedlo podávání 3% vodného roztoku 

dextransulfátu po dobu 10 dnů s následným časovým odstupem 20 dnů k rozvoji 

zánětlivého procesu v tlustém střevu. Při mikroskopickém vyšetření vzorků tkáně tlustého 

střeva byl nacházen obraz fokálně porušené architektoniky sliznice, větvené krypty 

s iritovaným epitelem, místy atrofie se zcela chybějícími kryptami, zánětlivá celulizace 

s eosinofily i leukocyty, místy hyperplasie lymfatické tkáně (obr 5.15, 5.16). Dle 

hodnocení patologa, nalezené změny korelovali se změnami nalézanými ve vzorcích 

pacientů v chronickém stadiu ulcerosní kolitidy.  
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Obr. 5.15 Mikroskopický obraz kolitidy po 10 denní aplikaci 3% vodného 

roztoku DSS, s následnou 20 denní inkubací. (zvětšeno 40x) 

 

 

 

Obr. 5.16 Mikroskopický obraz kolitidy po 10 denní aplikaci 3% vodného 

roztoku DSS, s následnou 20 denní inkubací. (zvětšeno 40x) 
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Ve vzorcích tlustého střeva získaných od experimentálních zvířat skupiny s DSS 

kolitidou a kontrolní skupiny byla stanovena jak oxidázová, tak reduktázová aktivita 11-

hydroxysteroiddehydrogenasy. Oxidázová aktivita byla stanovena jako konverze 

kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron a reduktázové aktivity jako konverze opačným 

směrem. Vyjádřena následně byla v ng vzniklého kortikosteronu nebo 11-

dehydrokortikosteronu za hod na mg sušiny. Medián 11-oxidázové aktivity byl významně 

nižší ve vzorcích s DSS kolitidou oproti vzorkům kontrolní skupiny. Naproti tomu, 11-

reduktázová aktivita byla ve srovnání s kontrolní skupinou významně zvýšena ve vzorcích 

skupiny s DSS kolitidou. Vzhledem k tomu, že v obou sledovaných skupinách byla 

absolutní hodnota oxidázové aktivity vyšší než aktivity reduktázové, byla celková aktivita 

11-hydroxysteroiddehydrogenasy ve prospěch oxidace (tab. VI).  

 

Tab. VI Aktivita 11-hydroxysteroiddehydrogenasy ve vzorcích tlustého 

střeva u potkanů s indukovanou DSS kolitidou a u kontrolní skupiny  

 

 11-oxidace 11-redukce 

kontrola 34,8 (27,3-47,0)   6,8 (4,0-9,4) 

DSS 21,2 (15,7-24,0)   16,4 (6,4-21,0)
 

   

 

Aktivita je uvedena jako medián (25.-75. percentil), v ng vzniklého 11-

dehydrokortikosteronu (11-oxidace) nebo kortikosteronu (11-redukce) za 

hod na mg sušiny. 

 

Kromě aktivity 11HSD byla ve zkoumaných vzorcích také stanovena hladina 

mRNA pro obě izoformy 11-hydroxysteroiddehydrogenasy metodou jednokrokové RT 

PCR v reálném čase. Tímto bylo zjištěno, že ve vzorcích ze skupiny zvířat s DSS kolitidou 

dochází, ve srovnání s kontrolní skupinou, k signifikantním změnám v hladinách mRNA 

obou izoforem 11HSD. Konkrétně k vzestupu mRNA 11HSD1 a poklesu mRNA 11HSD2 

(tab. VII).  
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Tab. VII Exprese 11-hydroxysteroiddehydrogenasy ve vzorcích tlustého 

střeva u potkanů s indukovanou DSS kolitidou a u kontrolní skupiny  

 

 11HSD1 11HSD2 

Kontrola 1.6 (1.3–1.8)   4.7 (3.8–6.8) 

DSS 7.8 (4.8–13.1)   1.7 (1.0–3.2)
 

   

 

Exprese je uvedena jako medián (25.-75. Percentil) poměru hladin mRNA 

11HSD1/β-aktin.  

 

5.4. 11HSD a adjuvantní artritida 

Ve skupině zvířat, u kterých byla indukována adjuvantní atrtritida došlo 

k významnému otoku kloubů zadních končetin oproti skupině kontrolní. Zatímco před 

indukcí adjuvantní artritidy nebyl žádný rozdíl mezi skupinami, již desátý den po podání 

adjuvans došlo k signifikantnímu nárůstu rozměrů hlezenních kloubů (tab. VIII). Až do 

ukončení experimentu tento nárůst dále progredoval. 

 

Tab. VIII relativní rozměr hlezenních kloubů potkanů s adjuvantní artritidou a 

potkanů kontrolní skupiny 10. a 18. den po indukci 

 

 10. den 18. den 

kontrola 111  5  125  7 

artritida 145  10 211  16 

 

Hodnoty jsou uvedeny v % rozměru před indukcí adjuvantní artritidy. 

 

 

Ke změnám ve velikosti hlezenních kloubů, docházelo i ve skupinách zvířat, 

kterým byly podávány látky o kterých je známo, že ovlivňují zánětlivý proces. Konkrétně 

se jednalo o neselektivní inhibitor 11HSD karbenoxolon, inhibitor glukokortikoidních 

receptorů mifepriston (RU486), antagonistu receptoru TNF-α etanercept a antagonistu 

receptoru IL1-β anakinra. Podávání karbenoxolonu, stejně jako mifepristonu vedlo             

k významnému zvětšení otoku hlezenních kloubů ve srovnání jak se skupinou kontrolní, 

tak se skupinou s adjuvantní artritidou. Naproti tomu podávání etanerceptu i anakinry 

vedlo k významnému snížení otoků hlezenních kloubů ve srovnání se skupinou 

s adjuvantní artritidou (obr 5.17).  
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Obr. 5.17 Relativní velikost hlezenních kloubů u kontrolní skupiny (CTRL), 

skupiny s adjuvantní artritidou (AA), adjuvantní artritidou a aplikací anakinry 

(ANK), adjuvantní artritidou a aplikací enbrelu (ENB), adjuvantní artritidou a 

aplikací karbenoxolonu (CBX), adjuvantní artritidou a aplikací mifepristonu. 

Data jsou vztažena na relativní velikost před indukcí artritidy. 
# 

(p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou; 
* 

(p < 0,01), 

významně rozdílné ve srovnání se skupinou s adjuvantní artritidou; 
** 

(p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání se skupinou s adjuvantní 

artritidou  

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

60 

 

K objasnění změn v glukokortikoidním metabolismu zánětlivě postižených kloubů, 

byla měřena aktivita 11HSD v synoviocytech vyizolovaných z kolenních kloubů. Bylo 

zjištěno, že adjuvantní artritida významně zvyšuje reduktázovou aktivitu 11HSD ve 

srovnání s kontrolní skupinou (obr. 5.18). 

V izolovaných synoviocytech byla také stanovena pomocí jednokrokové RT PCR 

v reálném čase mRNA obou izoforem 11-hydroxysteroiddehydrogenasy. V případě 

izoformy 1, byl zaznamenán signifikantní nárůst ve skupině s adjuvantní artritidou při 

porovnání s kontrolní skupinou (obr 5.19). V případě měření exprese izoformy 2 11HSD 

nebyla mRNA tohoto genu detekována a to ani ve skupině s artritidou, ani ve skupině 

kontrolní.  
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Obr. 5.18 Konverze 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron 

v izolovonaých synoviocytech kolenních kloubů u zvířat s adjuvatní artritidou 

(AA) a kontrolní skupině (CTRL). Aktivita je uvedena v fmol na mg proteinu a 

hodinu 
*
 (p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou  

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

60 

 

 

 

Obr. 5.19 Exprese mRNA 11-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v izolovaných 

synoviocytech ze skupin zvířat s adjuvantní artritidou (AA) a v kontrolní 

skupině (CTRL). Exprese je vyjádřena v  % kontrolní skupiny. 

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

60 
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Obr. 5.20 Exprese mRNA 11-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v izolovaných 

synoviocytech ze skupin zvířat s adjuvantní artritidou (AA), adjuvantní 

artritidou a aplikací anakinry (ANK), adjuvantní artritidou a aplikací 

etanerceptu (ENB). Exprese je vyjádřena v  % skupiny AA. 
* 

(p < 0,01), 

významně rozdílné ve srovnání se skupinou s adjuvantní artritidou; 
** 

(p < 

0,05), významně rozdílné ve srovnání se skupinou s adjuvantní artritidou   

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

60 

 

Exprese mRNA 11HSD1 byla významně ovlivněna ve skupinách s adjuvantní 

artritidou, kterým byl podáván antagonista receptoru TNF-α etanercept a nebo antagonista 

receptoru IL1-β anakinra. Aplikace těchto látek vedla k významnému poklesu hladin 

mRNA 11HSD1 v porovnání se skupinou s  artritidou (obr 5.20). 

 

Hladiny mRNA 11HSD při adjuvantní artritidě byly měřeny také ve spádových 

lymfatických uzlinách zánětlivě postižených kloubů. Bylo zjištěno, že tyto lymfatické 

uzliny exprimují obě izoformy 11HSD. Ve skupině s adjuvantní artritidou byl zjištěn 

významný vzestup hladiny mRNA 11HSD1 ve srovnání s kontrolní skupinou. V případě 

mRNA 11HSD2 nebyl rozdíl mezi skupinou s adjuvantní artritidou a skupinou kontrolní 

statisticky významný (obr 5.21).  
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Obr. 5.21 Exprese mRNA 11-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 ve 

spádových lymfatických uzlinách ze skupin zvířat s adjuvantní artritidou (AA) 

a v kontrolní skupině (CTRL). Exprese je vyjádřena v  % kontrolní skupiny. 
*
 (p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 

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

60 

 

 

Ve spádových lymfatických uzlinách byla měřena také aktivita 11HSD. Aktivita 

byla stanovena separátně ve stromální a mobilní části spádových lymfatických uzlin. Bylo 

zjištěno, že ve stromální části není prakticky žádný rozdíl ani v oxidázové, ani 

v reduktázové aktivitě 11HSD mezi skupinou s adjuvantní artritidou a skupinou kontrolní 

(obr. 5.22). V mobilní části spádových lymfatických uzlin byla zjištěna signifikantně vyšší 

reduktázová aktivita ve skupině s adjuvatní artritidou oproti skupině kontrolní a mezi 

těmito skupinami nebyl zjištěn žádný rozdíl v aktivitě reduktázové (obr. 5.23). 
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Obr. 5.22 oxidázová a reduktázová aktivita 11HSD ve stromální části 

spádových lymfatických uzlin ve skupině s adjuvantní artritidou (AA) a 

kontrolní skupině (CTRL). Aktivita je uvedena v fmol na mg proteinu a 

hodinu. 

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

60 

 

 

Obr. 5.23 oxidázová a reduktázová aktivita 11HSD v mobilní části spádových 

lymfatických uzlin ve skupině s adjuvantní artritidou (AA) a kontrolní skupině 

(CTRL). Aktivita je uvedena v fmol na mg proteinu a hodinu. 

 * (p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 

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

60 
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V synoviocytech a spádových lymfatických uzlinách byla měřena exprese mRNA 

glukokortikoidního receptoru. Bylo zjištěno, že v obou zkoumaných tkáních dochází 

v průběhu adjuvantní artritidy k významnému poklesu exprese GR mRNA (obr. 5.24, 

5.25).   

 

Obr. 5.24 Exprese glukokortikoidního receptoru v synoviocytech ve skupině 

s artritidou (arthritis) a kontrolní skupině (CTRL). Exprese je vyjádřena jako % 

kontrolní skupiny. 

 * (p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 

 

Obr. 5.25 Exprese glukokortikoidního receptoru ve spádových lymfatických 

uzlinách ve skupině s artritidou (arthritis) a kontrolní skupině (CTRL). Exprese 

je vyjádřena jako % kontrolní skupiny. 

 * (p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 
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V izolovaných synoviocytech a spádových lymfatických uzlinách byla také měřena 

hladina mRNA prozánětlivých cytokinů TNF-α a IL1-β, enzymu zánětlivé kaskády COX-

2, proteinu OPN a proteinu S100A4. Bylo zjištěno, že v izolovaných synoviocytech 

v průběhu adjuvantní artritidy dochází k signifikantnímu vzestupu mRNA všech 

sledovaných genů (obr. 5.26). Také ve spádových lymfatických uzlinách bylo zjištěno 

signifikantní zvýšení hladin mRNA všech sledovaných genů ve skupině s adjuvantní 

artritidou v porovnání s kontrolní skupinou (obr. 5.27). 

 

 

Obr. 5.26 Exprese mRNA TNF-α, COX-2, OPN, S100A4 a IL1-β 

v izolovaných synoviocytech ve skupině zvířat s adjuvantní artritidou (AA) a v 

kontrolní skupině (CTRL). Exprese je vyjádřena v  % kontrolní skupiny. 

* (p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou; **(p < 

0,05), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 

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

60 
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Obr. 5.27 Exprese mRNA TNF-α, COX-2, OPN, S100A4 a IL1-β 

ve spádových lymfatických uzlinách ve skupině zvířat s adjuvantní artritidou 

(AA) a v kontrolní skupině (CTRL). Exprese je vyjádřena v % kontrolní 

skupiny. * (p < 0,01), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou; 

**(p < 0,05), významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 

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

60 

 

Hladina mRNA jednotlivých sledovaných zánětlivých mediátorů, byla 

v izolovaných synoviocytech významně ovlivněna podáváním inhibitorů karbenoxolonu     

i mifepristonu. Podávání karbenoxolonu mělo za následek významný vzestup mRNA  

TNF-α, COX-2 a OPN.  Naproti tomu podávání mifepristonu vedlo k signifikantnímu 

zvýšení pouze mRNA COX-2 a OPN (obr. 5.28). 
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Obr. 5.28 Exprese mRNA TNF-α, COX-2, OPN, v izolovaných synoviocytech 

ve skupině zvířat s adjuvantní artritidou (AA), skupině s adjuvantní artritidou a 

aplikací karbenoxolonu (CBX), skupině s adjuvantní artritidou a aplikací 

mifepristonu (RU486). Exprese je vyjádřena v % kontrolní skupiny.* (p < 

0,01), významně rozdílné ve srovnání se skupinou s adjuvantní artritidou; **(p 

< 0,05), významně rozdílné ve srovnání se skupinou s adjuvantní artritidou 

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

60 

 

 

Odlišná situace byla zjištěna ve spádových lymfatických uzlinách, kde podávání 

karbenoxolonu vedlo k významné změně hladiny mRNA OPN a nemělo žádný efekt na 

mRNA ostatních sledovaných genů. Podávání mifepristonu, nevedlo ke změně hladiny 

mRNA u žádného ze sledovaných genů. 

 

 

Měřením plasmatické hladiny kortikosteronu nebyl zjištěn signifikantní rozdíl 

v souvislosti s podáváním karbenoxolonu (Tab.IX)    

 

 

Tab. IX Plazmatické hladiny kortikosteronu ve skupině s adjuvantní artritidou 

(AA), adjuvantní artritidou a aplikací  karbenoxolonu (AA + CBX) a skupině 

kontrolní 

 

 rozdíl aktivit 

AA     307  38 
*
 

AA + CBX     338  41
*
 

kontrola     190  29
 

  

Hladiny jsou uvedeny ng kortikosteronu na 1 ml plazmy. 
*
 (p < 0,05), 

významně rozdílné ve srovnání s kontrolní skupinou 
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6. DISKUZE 
 

6.1. 11HSD a experimentální model TNBS kolitidy 

Experimentální kolitida indukovaná lokální aplikací trinitrobenzensulfonové 

kyseliny (TNBS) je dobře popsaný zvířecí model zánětu, který je využíván především pro 

podobnost zánětlivých změn se změnami nalézanými při Crohnově nemoci[166]. V našem 

experimentu byl charakter a závažnost indukovaných změn ověřen pomocí histologického 

vyšetření. Je všeobecně známo, že regulace zánětlivého procesu je komplexní a průběh 

tohoto procesu je dán kombinací prozánětlivých a protizánětlivých faktorů. Mezi 

nejdůležitější prozánětlivé faktory patří prozánětlivé cytokiny a systém enzymu inducibilní 

NO syntázy (iNOS), jejíž jednou z důležitých fyziologických funkcí je aktivace klíčového 

prozánětlivého transkripčního faktoru NF-κB [176-178]. Jedním z vedlejších efektů 

aktivace zánětlivé reakce ve střevní tkáni je zvýšená tvorba glykoproteinů ze skupiny 

mucinů buňkami střevního epitelu, což je modulováno právě prozánětlivými cytokiny a 

prostaglandiny [179]. Je všeobecně známo, že glukokortikoidy mají schopnost potlačovat 

zánětlivý proces v celé řadě tkání, včetně tlustého střeva a to právě prostřednictvím změn 

v transkripci prozánětlivých a protizánětlivých cytokinů, prostaglandinů [180] a také 

interferencí se systémem transkripčního faktoru NF-κB. Jak již bylo uvedeno, enzym 

11HSD má schopnost měnit lokální koncentrace glukokortikoidů na tkáňové a buněčné 

úrovni. Několik autorů pak prokázalo, že in vitro prozánětlivé cytokiny TNF-α a  IL-1β 

zvyšují syntézu a aktivitu 11HSD1 a snižují syntézu a aktivitu 11HSD2 [86, 144, 181-184], 

čímž dochází ke změnám koncentrace glukokortikoidů v zánětlivé tkáni. Tento 

mechanismus by mohl představovat důležitý mechanismu negativní zpětné vazby 

v regulaci zánětlivého procesu. Na podkladě znalosti o snížené expresi 11HSD2 v průběhu 

zánětlivého procesu [169, 185], jsme vytvořili hypotézu, že lokální metabolizmus 

glukokortikoidů může ovlivňovat expresi genů regulujících zánětlivý proces. K ověření 

této hypotézy, jsme použili zmiňovaný TNBS model kolitidy, kdy skupině 

experimentálních zvířat byl topicky aplikován neselektivní inhibitor 11HSD karbenoxolon 

a následně byl zkoumán jeho vliv na průběh zánětlivého procesu. Konkrétně byla 

sledována míra infiltrace střevní tkáně leukocytárními buňkami prostřednictvím měření 

enzymu myeloperoxidázy, oxidázová i reduktázová aktivita 11HSD a exprese 11HSD1 

mRNA, 11HSD2 mRNA, exprese prozánětlivých markerů TNF-α mRNA, IL-1β mRNA, 

COX-2 a nejvýznamnějšího střevního mucinu MUC-2 mRNA. Bylo prokázáno, že 
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izoforma 11HSD2 je ve střevní tkáni exprimována pouze enterocyty, zatímco izoforma 

11HSD1 je exprimována také buňkami lamina propria a buňkami imunitního systému [62, 

139, 146]. Lze se tedy říci, že zatímco inhibice izoformy 11HSD1 vede ke snížené tvorbě 

biologicky aktivních glukokortikoidů z jejich neaktivních metabolitů a tím vlastně snižuje 

glukokortikoidní signál, inhibicí izoformy 11HSD2 v průběhu zánětlivého procesu dochází 

k usnadnění přístupu biologicky aktivních glukokortikoidů k jejich receptorům ve 

vybraných buňkách zánětlivě postižené tkáně. Výsledky našich měření ukázaly, že 

v průběhu TNBS kolitidy dochází k poklesu oxidázové aktivity a vzestupu reduktázové 

aktivity. Tyto změny korelují se stupněm zánětlivého procesu. Podávání neselektivního 

inhibitoru 11HSD karbenoxolonu do oblasti zánětlivě postiženého tlustého střeva má za 

následek významné snížení 11β-dehydrogenázové aktivity v tkáni střeva a pokles této 

aktivity je doprovázen zvýšenou expresí 11HSD1 mRNA a sníženou expresí 11HSD2 

mRNA. Snížený metabolismus kortikosteronu v zánětlivé tkáni však pravděpodobně není 

přímým následkem efektu karbenoxolonu, ale s největší pravděpodobností následkem 

zvýšené lokální aktivity 11HSD1 a snížené aktivity 11HSD2. Na základě těchto našich 

poznatků, můžeme konstatovat, že podávání karbenoxolonu mění lokální koncentraci 

kortikosteronu na podkladě zvýšené exprese 11HSD1 a snížené exprese 11HSD2. Nález 

snížené exprese 11HSD2 po podání karbenoxolonu je mírně překvapivý. Účinek 

karbenoxolonu na pokles exprese 11HSD2 mRNA nemůže být totiž dostatečně vysvětlen 

jako následek autoregulace tohoto enzymu cestou substrátu a produktu, neboť existují 

důkazy, že glukokortikoidy expresi 11HSD2 mRNA zvyšují [186, 187]. Je tedy 

pravděpodobné, že na regulaci se podílí vliv dalších faktorů. Jako nejjednodušší vysvětlení 

se zdá, podíl derivátů kyseliny arachidonové na regulaci exprese 11HSD2 mRNA ve 

střevní tkáni. In vitro bylo totiž prokázáno, že produkce prostaglandinů na tkáňové úrovni 

může snižovat aktivitu 11HSD2 [188]. Zároveň bylo prokázáno, že glukokortikoidy snižují 

aktivitu 15-hydroxyprostaglandindehydrogenasy, což je klíčový enzym odbourávání 

prostaglandinů [189] a bylo také prokázáno, že aktivita tohoto enzymu je inhibována 

karbenoxolonem [190]. 

Podávání syntetického glukokortikoidu budesonidu vedlo k výraznému vzestupu 

exprese 11HSD1 mRNA a k nesignifikantnímu poklesu 11HSD2 mRNA. Nález zvýšené 

11HSD1 mRNA je v souladu s našimi předpoklady, jelikož ve studiích in vitro bylo 

prokázáno, že podávání glukokortikoidů vede u některých typů buněk ke zvýšení exprese 

11HSD1 [191].  
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Je všeobecně známo, že glukokortikoidy jsou prostřednictvím glukokortikoidních 

receptorů schopné snižovat aktivitu zánětlivého procesu prostřednictvím snižování 

produkce prozánětlivých cytokinů [179] a prostřednictvím inhibice enzymů zánětlivé 

kaskády fosfolipasy A2 a cyklooxygenasy 2 [192]. Zajímalo nás proto, k jakým změnám 

v průběhu experimentu dojde v expresi genů TNF-α, IL1-β, COX-2, MUC2. Dle 

předpokladů se prokázalo, že v průběhu zánětlivého procesu dochází k vzestupu exprese 

těchto genů, které hrají důležitou roli v regulaci zánětlivého procesu. Lokální podávání 

budesonidu vedlo k signifikantnímu poklesu exprese TNF-α mRNA, IL1-β mRNA, COX-2 

mRNA, což bylo plně v souladu s předpoklady a dříve opublikovanou prací [193]. 

V rozporu s našimi předpoklady však byl efekt podávání karbenoxolonu. Předpokládali 

jsme, že vzhledem ke skutečnosti, že podávání karbenoxolonu ovlivňuje lokální 

koncentraci biologicky aktivních glukokortikoidů, mělo by dojít ke změnám v expresi 

podobně jako při podávání budesonidu. Ve skutečnosti však žádné signifikantní změny 

v expresi TNF-α mRNA, IL1-β mRNA, COX-2 mRNA zaznamenány nebyly. Pro tento 

rozpor nemáme zcela jasné vysvětlení. S největší pravděpodobností se lokální 

metabolismus glukokortikoidů v průběhu experimentální kolitidy nepodílí významným 

způsobem na expresi těchto prozánětlivých cytokinů. Pro tuto skutečnost napovídají            

i výsledky lokální aplikace mifepristonu, které ukazují, že systémová hladina 

kortikosteronu hraje pravděpodobně důležitější roli v regulaci exprese některých cytokinů 

než lokální hladiny kortikosteronu. Této teorii nasvědčuje i výsledek měření aktivity 

enzymu myeloperoxidasy. Aktivita tohoto enzymu koreluje s mírou infiltrace a aktivace 

granulocytů v zánětlivě postižené střevní stěně [194]. Zatímco při lokálním podávání 

budesonidu došlo k signifikantnímu poklesu aktivity a tím k poklesu zánětlivé infiltrace, 

podávání carbenoxolonu nemělo na aktivitu MPO žádný vliv. Pokud uvážíme skutečnost, 

že glukokortikoidy snižují aktivitu MPO [193] a snižují přísun granulocytů do tlustého 

střeva postiženého TNBS kolitidou [195], je zřejmé že lokální metabolismus 

glukokortikoidů a s ním spojené lokální změny v koncentraci kortikosteronu nemají 

schopnost modulovat migraci a aktivaci granulocytů.  

V rozporu s předpoklady byly také výsledky měření exprese genu MUC-2. Jelikož 

je známo, že exprese tohoto genu se mění v závislosti na aktivitě zánětlivého střevního 

onemocnění [196] a že in vitro podávání glukokortikoidů či prozánětlivých cytokinů vede 

ke změnám v expresi tohoto genu, předpokládali jsme změny v jeho expresi v souvislosti 

se změnami v lokální koncentraci glukokortikoidů. Překvapivě však, ani podávání 
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karbenoxolonu, ani podávání budesonidu nevedlo k poklesu exprese MUC-2 mRNA. 

Výsledky experimentu s podáváním mifepristonu potvrzují výše popsanou teorii, že 

regulaci prozánětlivých cytokinů a infiltraci střevní stěny buňkami imunitního systému 

ovlivňuje systémová hladina kortikosteronu a pravděpodobně nijak neovlivňuje lokální 

metabolismus glukokortikoidů.  

Je tedy možné konstatovat, že v průběhu TNBS kolitidy dochází k vzestupu exprese 

11HSD1 a tento vzestup je závislý na tíži zánětlivého procesu. Změny v expresi obou 

izoforem 11HSD mají za následek sníženou schopnost zánětlivé tkáně oxidovat biologicky 

aktivní glukokortikoidy na jejich neaktivní 11-oxo deriváty. Vzhledem k tomu, že exprese 

11HSD1 byla prokázána ve střevní lamina propria i spádových lymfatických tkáních [62]  

a že v průběhu TNBS kolitidy dochází k masivní infiltraci střevní stěny imunitními 

buňkami které také exprimují 11HSD1 [139, 197], lze předpokládat, že vzestup 

reduktázové aktivity 11HSD a vzestup hladin exprese 11HSD1 mRNA může být 

následkem kombinace infiltrace zánětlivě postižené střevní tkáně těmito buňkami a také 

stimulace 11HSD1 prozánětlivými cytokiny. Naše výsledky jsou ve shodě s dřívějšími 

pracemi které ukázaly, že v průběhu TNBS kolitidy dochází k vzestupu exprese 

prozánětlivých cytokinů TNF-α a IL-1β [198] a že tyto cytokiny in vitro stimulují expresi 

11HSD1 [86, 144, 181, 182]. Je tedy zřejmé, že prozánětlivé cytokiny se účastní regulace 

glukokortikoidního účinku v zánětlivě postižené střevní tkáni. Účinek karbenoxolonu         

a jeho inhibice přidáním mifepristonu ukazuje na autoregulační mechanismus hladin 

kortikosteronu na expresi 11HSD1. Na druhou stranu, z výsledků naší práce je zřejmé, že 

periferní metabolismus glukokortikoidů se nepodílí na regulaci glukokortikoidního signálu 

v průběhu plně rozvinutého zánětlivého procesu. Toto zjištění je v rozporu s dříve 

publikovanými in vitro experimenty [86, 192], které předpokládaly, že periferní 

metabolismus glukokortikoidů hraje roli negativní zpětné vazby ve vztahu k prozánětlivým 

cytokinům. Otevřenou otázkou zůstává regulační funkce periferního metabolismu 

glukokortikoidů iniciálních fázích střevního zánětu.  

 

6.2. 11HSD a ulcerosní kolitida 

Glukokortikoidy jsou dlouhou dobu užívány v terapii idiopatických střevních 

zánětů pro svůj protizánětlivý účinek. Jak již bylo zmíněno, tento protizánětlivý účinek je 

dán interferencí komplexu glukokortikoid/glukokortikoidní receptor s produkcí 

prozánětlivých cytokinů a se systémem transkripčního faktoru NF-κB. Úloha periferního 
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metabolismu glukokortikoidů v regulaci střevního zánětlivého procesu byla zkoumána 

doposud pouze in vitro a na zvířecích experimentálních modelech, nikoliv však ve 

vzorcích tkáně od pacientů s nespecifickým střevním zánětem. Je všeobecně známo, že 

v průběhu ulcerosní kolitidy dochází ke zvýšení produkce prozánětlivých cytokinů  [199]  

a také enzymu fosfolipasy A2 [200]. Naše měření ukázala, že v průběhu ulcerosní kolitidy 

dochází k signifikantnímu zvýšení exprese 11HSD1 mRNA a poklesu 11HSD2 mRNA. 

Vzhledem k předpokladu, že in vivo se 11HSD1 chová převážně jako reduktáza, lze 

předpokládat, že ve střevní tkáni v průběhu ulcerosní kolitidy dochází k vzestupu lokální 

koncentrace biologicky aktivních glukokortikoidů. V souladu s předpoklady bylo zjištěno, 

že v průběhu ulcerosní kolitidy stoupá exprese prozánětlivých cytokinů IL-1β, TNF-α 

střevní tkání. Na základě naší práce není možné jednoznačně stanovit, které faktory se 

podílejí na změnách exprese 11HSD mRNA. Jistě je nutno vzít v úvahu stimulační účinek 

prozánětlivých cytokinů, vliv infiltrovaných buněk imunitního sytému které mají 

schopnost exprese 11HSD a zvýšené hladiny aktivních glukokortikoidů. Bylo prokázáno, 

že v průběhu idiopatických střevních zánětů dochází ke zvýšení aktivity osy hypotalamus-

hypofýza-nadledviny [201]. Následkem této hyperaktivity pravděpodobně dochází 

k vzestupu systémových hladin glukokortikoidů. Tato zvýšená aktivita se jistě může 

podílet na stimulaci 11HSD1. Zde se však nabízí otázka, jakým mechanismem dochází ke 

snížení exprese 11HSD2 mRNA, když bylo in vitro prokázáno, že glukokortikoidy expresi 

11HSD2 zvyšují. Vysvětlení může pravděpodobně spočívat ve skutečnosti, že 11HSD2 je 

ve střevní tkáni exprimována pouze v epiteliálních buňkách [62]. V průběhu ulcerosní 

kolitidy dochází k poškození funkcí střevního epitelu a je také snížena jeho 

imunoreaktivita [202].  

V souhrnu lze konstatovat, že v průběhu ulcerosní kolitidy dochází ke zvýšené expresi 

11HSD1 mRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Nakolik se na regulaci 

glukokortikoidního signálu v průběhu ulcerosní kolitidy podílí systémová hladina 

biologicky aktivních glukokortikoidů a na kolik jejich periferní metabolismus nejsme 

schopni v tuto chvíli říci. 

 

 

6.3. 11HSD a DSS kolitida 

Podávání dextransulfátu vedlo k rozvoji kolitidy, při které byly histologicky 

pozorovány změny, které se charakteristicky nacházejí v chronickém stadiu ulcerosní 
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kolitidy. Obdobně jako v případě vzorků získaných od pacientů s ulcerosní kolitidou, byl 

ve střevní tkáni s DSS kolitidou pozorován vzestup exprese 11HSD1 mRNA a pokles 

11HSD2 mRNA. Rozdíly byly velmi podobné jako v případě ulcerosní kolitidy. Měřením 

aktivity 11HSD bylo zjištěno, že v průběhu DSS kolitidy dochází k vzestupu reduktázové 

aktivity a poklesu oxidázové aktivity. Nalezené změny v aktivitě tedy plně korelují se 

změnami v expresi, neboť 11HSD1 se in vivo chová převážně jako reduktáza. Tato 

skutečnost potvrzuje naši hypotézu, že v průběhu zánětlivého střevního procesu dochází 

k vzestupu nejenom exprese 11HSD mRNA, ale také vlastní aktivity enzymu. Je tedy 

možné konstatovat, že v průběhu DSS kolitidy dochází ke stejným změnám v expresi 

11HSD jako v případě ulcerosní kolitidy a tento model je pravděpodobně vhodný ke studiu 

periferního metabolismu glukokortikoidů. Nakolik jsou změny v expresi a aktivitě 11HSD 

podmíněny zánětlivými cytokiny a lokální produkcí biologicky aktivních glukokortikoidů 

a nakolik jsou důsledkem systémových hladin, není možné přesně stanovit.  

Výsledky studie podporují závěr, že prozánětlivé cytokiny ovlivňují tvorbu 

biologicky aktivních glukokortikoidů několika způsoby. Cestou hypothalamo- hypofyzární 

osy, zvýšenou systémovou hladinou glukokortikoidů a také interakcí mezi enzymy 

metabolizmu glukokortikoidů a cytokiny [86, 140, 181, 182, 203].  

DSS kolitida je spojena se zvýšenou expresí střevní 11βHSD1 a sníženou expresí 

střevní 11βHSD2, což pravděpodobně podporuje protizánětlivý účinek glukokortikoidů. 

 

6.4. 11HSD a adjuvantní artritida 

Glukokortikoidy jsou po dlouhá léta využívány v terapii celé řady zánětlivých 

onemocnění kloubů a například v terapii revmatoidní artritidy je jejich role prakticky 

nezastupitelná. Bylo prokázáno, že podávání glukokortikoidů v průběhu revmatoidní          

i zánětlivé artritidy vede k významnému snížení rychlosti destrukce destrukce a přestavby 

postižených kloubů a zpomaluje progresi onemocnění [204, 205]. Vzhledem k tomu, že 

enzym 11βhydroxysteroiddehydrogenáza je klíčovým prvkem regulujícím tkáňovou 

koncentraci biologicky aktivních glukokortikoidů, byl tento enzym zkoumán i v kostní      

a kloubní tkáni. Studie na tuto problematiku prokázaly přítomnost obou izoforem 11HSD 

v lidských osteoblastech a synoviálních buňkách [83, 206]. Exprese a aktivita 11HSD2 

byla v citovaných pracích velmi nízká prakticky až na hranici detekovatelnosti a jejich 

původ pocházel nejspíše z kloubních makrofágů. Při našich měřeních na modelu 

adjuvantní artritidy jsme však prokázali expresi pouze izoformy 11HSD1 a izoformu 
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11HSD2 se nám nepodařilo v synoviocytech prokázat ani v artritické ani v kontrolní 

skupině. Příčina této skutečnosti není úplně zřejmá. V první řadě se nabízí vysvětlení 

mezidruhovou živočišnou variabilitou. Zatímco výše uvedené práce prokázaly expresi 

11HSD2 v lidských buňkách, naše měření byla provedena na potkanech kmene Lewis. 

Zvířata tohoto kmene mají sníženou aktivitu osy hypotalamus - hypofýza – nadledviny       

a vykazují relativně vyšší citlivost k autoimunitním chorobám a rozvoji zánětlivých 

procesů ve srovnání s kmeny s normální funkcí této osy [207]. Lze předpokládat, že za 

touto zvýšenou náchylností k rozvoji zánětlivého procesu u tohoto kmene je 

spoluodpovědný nízký imusoupresivní účinek glukokortikoidů cestou hypothalamo-

hypofyzární osy [208]. Nelze tedy bezvýhradně zobecňovat nálezy u tohoto kmene na další 

živočišné druhy. Na základě publikovaných prací však lze předpokládat, že citlivost 

cílových tkání ke glukokortikoidům není funkcí osy hypotalamus – hypofýza – nadledviny 

mezi jednotlivými kmeny potkanů [209]. Měření hladin mRNA 11HSD1 ukázalo více než 

dvacetinásobný vzestup ve skupině s adjuvantní artritidou ve srovnání se skupinou 

kontrolní. Vzestup exprese mRNA 11HSD1 koreloval se zjištěným nárůstem reduktázové 

aktivity enzymu, která se zvýšila téměř trojnásobně. Toto navýšení je plně v souladu 

s předchozími experimenty popsanými v této práci, i s publikacemi jiných autorů [148, 

210, 211].  

Všeobecně se předpokládá, že průběh artritického procesu je řízen celou řadou 

prozánětlivých a protizánětlivých faktorů [212]. Převaha prozánětlivých faktorů vede 

k proliferaci synoviocytů, tvorbě zánětlivé granulomatózní tkáňě z kloubní synovie            

a aktivací osteoklastů, což má za následek patologickou přestavbu kostní a kloubní tkáně.   

Za nejvýznamnější prozánětlivé faktory v průběhu artritického procesu jsou považovány 

TNF-α, IL-1β [213], jejichž exprese v průběhu zánětlivého procesu stoupá. V souladu 

s touto skutečností jsou i naše měření, kdy ve skupině s adjuvantní artritidou došlo 

k významnému vzestupu hladin mRNA jak TNF-α, IL-1β v synoviální tkáni ve srovnání 

s kontrolní skupinou.  In vitro bylo opakovaně prokázáno, že prozánětlivé cytokiny jsou 

mocným induktorem 11HSD1 v různých tkáních, včetně synoviocytů [86, 144, 181, 214]. 

Zároveň bylo prokázáno, že inhibice TNF-α nebo IL-1β významným způsobem snižuje 

míru zánětlivé reakce jak u revmatoidní artritidy [215-217], tak u celé řady 

experimentálních modelů artritidy [218-220]. Na základě těchto skutečností jsme chtěli 

odpovědět na otázku, zda vzestup TNF-α nebo IL-1β zvyšuje expresi 11HSD in vivo, a zda 

jejich množství koreluje s expresí 11HSD1. K získání odpovědi jsme experimentálním 
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zvířatům s adjuvantní artritidou podávali antagonistu IL-1β anakinru, nebo etanercept, 

antagonistu receptorů pro TNF-α. V minulosti bylo prokázáno, že obě látky u potkanů 

s indukovanou juvenilní artritidou snižují patologickou angiogenezi, otoky a ovlivňují 

tepelnou mechanickou hyperalgezii [221-224]. Naše měření ukázala, že obě látky nejenže 

zlepšují klinický obraz a otok postižených kloubů, ale také snižují expresi 11HSD1. Dalo 

by se předpokládat, že terapie pomocí blokátorů prozánětlivých cytokinů ovlivňuje 

periferní metabolismus glukokortikoidů nejen na úrovni buněk synoviální membrány, ale 

také ovlivněním migrace buněk imunitního systému do oblasti zánětlivě postiženého 

kloubu. Je všeobecně známo, že přenos glukokortikoidního signálu je zprostředkován 

pomocí glukokortikoidních receptorů. Naše měření ukázala, že v  průběhu adjuvantní 

artritidy dochází k významnému snížení exprese genu pro glukokortikoidní receptor. Toto 

zjištění je v souladu s nálezy v celé řadě tkání v průběhu zánětlivého procesu [225], včetně 

synoviální tkáně při kolagen indukované artritidě u potkana [226]. Na základě výše 

uvedených skutečností, jsme se snažili najít odpověď na otázku, zda změny v aktivitě        

a expresi 11HSD nějakým způsobem modulují průběh zánětlivého procesu v průběhu 

adjuvantní artritidy. V  minulosti bylo prokázáno, že podávání neselektivního inhibitoru 

karbenoxolonu má za následek pokles aktivity i exprese 11HSD1 [227-229], že biologicky 

aktivní glukokortikoidy snižují expresi mRNA genů pro TNF-α a COX-2 [208] a že 

prozánětlivé cytokiny zvyšují expresi mRNA OPN [230]. Snažili jsme se tedy najít 

odpověď na otázku, zda v průběhu adjuvantní artritidy dochází ke změnám v expresi 

prozánětlivých cytokinů a markerů kloubního zánětu u zvířat kterým byl podáván 

karbenoxolon ve srovnání s artritickou skupinou bez aplikace karbenoxolonu. Naše měření 

ukázala, že podávání karbenoxolonu signifikantně zvyšuje makroskopické projevy zánětu   

a zvyšuje expresi TNF-α mRNA, COX-2 mRNA a OPN mRNA, avšak nedochází 

k žádným změnám v plazmatické hladině kortikosteronu. Vzhledem k této skutečnosti       

a také faktu, že podávání karbenoxolonu vedlo ke zhoršení makroskopických projevů 

zánětu je pravděpodobné, že za tyto změny jsou odpovědné změny v aktivitě 11HSD1     

na úrovni synoviálních kloubů a že se tedy nejedná o změnu glukokortikoidní aktivity na 

úrovni celého organismu. Vzhledem ke skutečnosti, že karbenoxolon je nespecifickým 

inhibitorem se nabízí otázka, zda za výše popsané změny není odpovědný jiný 

mechanismus než lokální aktivita 11HSD. Je například známo, že karbenoxolon je 

účinným inhibitorem konexinů, proteinů účastnících se těsných buněčných spojů. Proti této 

teorii se však staví skutečnost, že k ovlivnění těsných buněčných spojů jsou zapotřebí 
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minimálně mikromolární koncentrace karbenoxolonu [231, 232]. Avšak na základě 

publikací jiných autorů bylo prokázáno, že podávání karbenoxolonu v obdobných dávkách 

jako v našem experimentu vede k nanomolárním koncentracím karbenoxolonu 

v intersticiální tekutině [233]. Z této skutečnosti plyne, že plazmatická koncentrace 

karbenoxolonu v našich experimentech nedosahovala takových hladin, aby mohla účinně 

ovlivnit proteiny těsných buněčných spojů. V našem experimentu bylo zjištěno, že 

podávání karbenoxolonu žádným způsobem nemění expresi ani TNF-α, ani COX-2, ani 

mRNA S100A4, ačkoliv byla přítomna aktivita 11HSD1. Tento nález je odlišný od nálezu 

v synoviální tkáni. Nález zvýšené aktivity 11HSD1 a absence jakéhokoliv efektu podávání 

karbenoxolonu a mifepristonu zřejmě svědčí o rezistenci buněk lymfatických uzlin ke 

glukokortikoidům, nebo o farmakodynamických rozdílech mezi synoviální tkání a tkání 

lymfatických uzlin.  

Na rozdíl od TNF-α mRNA a COX-2 mRNA exprese OPN mRNA byla 

signifikantně zvýšena v lymfatických uzlinách artritických potkanů léčených 

karbenoxolonem. Vysvětlení tohoto rozdílného chování OPN mRNA v porovnání s TNF-α 

mRNA a COX-2 mRNA není zcela zřejmé, nabízí se však vysvětlení v odlišné regulaci 

genů pro jednotlivé proteiny. Bylo totiž prokázáno, že regulace exprese genu OPN je 

komplexní a tkáňově specifická [230]. Zdá se tedy, že ačkoliv v průběhu adjuvantní 

artritidy dochází ke zvýšené expresi 11HSD1 mRNA a aktivitě jak synoviocytech, tak 

ve spádových lymfatických uzlinách, zřejmě pouze v synoviální tkáni je enzym dostatečně 

aktivní k tomu aby reguloval zánětlivý proces.  
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7. ZÁVĚR 
Na námi položené otázky lze odpovědět následovně: 

 

7.1. Odpověď na otázku 1  

Otázka: Dochází v průběhu experimentální kolitidy indukované aplikací 

trinitrobenzensulfonové kyseliny ke změnám v expresi a aktivitě izoforem 11β-

hydroxysteroiddehydrogenasy ve střevní tkáni a vede aplikace látek ovlivňujících 

glukokortikoidní metabolismus ke zvýraznění nebo útlumu těchto změn?  

Odpověď: V průběhu experimentální TNBS kolitidy dochází ke změnám 

periferním metabolismu glukokortikoidů ve smyslu vzestupu reduktázové aktivity 

11HSD a poklesu aktivity oxidázové. Zároveň dochází k vzestupu exprese 

11HSD1mRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Podávání neselektivního 

inhibitoru karbenoxolonu vedlo k poklesu oxidázové aktivity téměř o 50% a nemělo 

ţádný vliv na expresi prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL1-β, ani na míru infiltrace 

střevní tkáně buňkami imunitního systému. Předpoklad, ţe se periferní metabolismus 

glukokortikoidů podílí na regulaci glukokortikoidního protizánělivého účinku se však 

nepotvrdil a tento nález je v rozporu s dříve provedenými in vitro studiemi. 

 

7.2. Odpověď na otázku 2  

Otázka: Mění se exprese 11β-hydroxysteroiddehydrogenasy ve střevní tkáni 

postižené zánětlivým procesem v průběhu ulcerosní kolitidy? 

Odpověď: V průběhu ulcerosní kolitidy dochází ke zvýšené expresi 11HSD1 

mRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Ulcerosní kolitida je také spojena se 

vzestupem exprese TNF-α a IL1-β v zánětlivě postiţené střevní tkáni. Za tento 

vzestup je pravděpodobně spoluodpovědný stimulační účinek prozánětlivých 

cytokinů, vliv infiltrovaných buněk imunitního sytému a zvýšená systémová hladina 

kortizolu na podkladě hyperaktivace HPA osy.  
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7.3. Odpověď na otázku 3 

Otázka: Dochází v průběhu kolitidy vyvolané aplikací dextransulfátu ke změnám 

v expresi a aktivitě 11β-hydroxysteroiddehydrogenasy a korelují tyto změny s nálezem u 

humánních vzorků střevní tkáně s ulcerosní kolitidou? 

Odpověď: V průběhu DSS kolitidy dochází ve střevní tkáni k vzestupu exprese 

11HSD1 mRNA a poklesu 11HSD2 mRNA. V souladu s tím, dochází k vzestupu 

reduktázové aktivity 11HSD a poklesu aktivity oxidázové. Nalezené změny tedy plně 

korelují s nálezy u vzorků ulcerosní kolitidy. 

 

7.4. Odpověď na otázku 4 

Otázka: Jakým způsobem se mění exprese a aktivita 11β-

hydroxysteroiddehydrogenasy v průběhu adjuvantní artritidy v zánětlivě poškozené synovii 

a buňkách imunitního systému a je možné modulovat tyto změny látkami ovlivňujícími 

metabolismus glukokortikoidů? 

Odpověď: V průběhu adjuvantní artritidy dochází k signifikantnímu vzestupu 

hladin mRNA 11HSD1 ve srovnání s kontrolní skupinou a tento vzestup exprese 

koreluje s nárůstem reduktázové aktivity enzymu. Tyto změny jsou pozorovány jak 

v synoviální tkáni, tak ve spádových lymfatických uzlinách. Podávání inhibitoru 

karbenoxolonu signifikantně zvyšuje makroskopické projevy zánětu a zvyšuje expresi 

TNF-α mRNA, COX-2 mRNA a OPN mRNA, avšak neovlivňují  plazmatické hladiny 

kortikosteronu. Zdá se tedy, ţe ačkoliv v průběhu adjuvantní artritidy dochází ke 

zvýšené expresi 11HSD1 mRNA a aktivitě jak synoviocytech, tak ve spádových 

lymfatických uzlinách, zřejmě pouze v synoviální tkáni je enzym je dostatečně aktivní 

k tomu aby reguloval zánětlivý proces a nemá pravděpodobně vliv na úrovni 

organismu.  
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9. SEZNAM POUŢITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK; VYSVĚTLIVKY 

 
 delece 

11HP 11-hydroxyprogesteron 

11HSD 11-hydroxysteroiddehydrogenasa 

11HSD1  11-hydroxysteroiddehydrogenasa isoenzym 1 

11HSD2  11-hydroxysteroiddehydrogenasa isoenzym 2 

20α/βHSD 20-/20-hydroxysteroiddehydrogenasa 

AA adjuvatní artritida 

ACTH adrenokortikotropní hormon 

AME apparent mineralocorticoid excess 

ANK anakinra, antagonista receptoru IL1-β 

AV ČR Akademie věd České republiky 

BSA hovězí sérový albumin 

BUD budesonid 

BW hmotnost potkana 

CBG corticosteroid binding globulin 

CBX karbenoxolon  

C-číslo uhlík steroidní látky daného čísla 

cDNA komplementární DNA 

COX-2 cyklooxygenasa - 2 

cPLA2α cytosolova fospolipáza A2α 

CRH kortikotropin releasing hormonu 

CTRL kontrolní skupina 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

DNAsa deoxyribonukleasa 

dNTP směs nukleotidů dATP, dTTP, dGTP a dCTP 

DSS dextransulfát sodný 

EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 

ENB etanercept inhibitor TNF-α 

iNOS inducibilní NO synthasa 

G6PDH glukosa-6-fosfát-dehydrogenasa 
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GAPDH glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenasa 

GIT gastrointestinální trakt 

Gly glycin 

GR glukokortikoidní receptor 

GRE glucocorticoid responsive  element 

H6PD hexóza-6- fosfát dehydrogenasa 

HPA osa hypotalamus – hypofýza – nadledviny 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HSD hydroxysteroiddehydrogenasa 

IBD nespecifický střevní zánět 

IL interleukin 

Iκ-B inhibiční faktor  

Kd disociační konstanta 

KM Michaelisova konstanta 

Kolon tračník, tlusté střevo  

LEW kmen potkanů; Lewis 

Lys lysin 

M-MLV Moloney murine leukemia virus 

MR mineralokortikoidní receptor 

mRNA mediátorová RNA 

MUC-2 mucin - 2 

N počet měření 

NaCl 0,9% fyziologický roztok 

NAD
+
, NADH nikotinamidadenindinukleotid a jeho redukovaná forma 

NADP
+
, NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát a jeho redukovaná forma 

NF-κB nukleární faktor κB 

nGRE negativní GRE 

NOS NO synthasa 

Nt nukleotid 

OPN osteopontin 

P pravděpodobnost 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PI3K enzym phosphatidylinositol-3-hydroxykináza 
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PPAR peroxisome proliferator-activated receptor 

RNA ribonukleová kyselina 

RPMI-1640 fetální bovinní sérum 

RT-PCR reverzní transkripce následovaná polymerázovou řetězovou reakcí 

RU-486 Mifepriston, antagonista glukokortikoidního receptoru 

SDS  v souvislosti s enzymovou „rodinou“ 

SPE metoda extrakce na pevné fázi 

TAE Tris-acetát-EDTA pufr 

TEMED N,N,N´,N´-tetramethyethylendiamin 

TG triglyceridy 

THE tetrahydrokortizon 

THF tetrahydrokortizol 

TNBS trinitrobenzensulfonová kyselina 

TNF tumor necrosis factor 

Tyr tyrosin 

W potkan Wistar (Velaz, ČR) 

X 

 

(v souvislosti s proteinovou sekvencí) aminokyselina 

 

 


