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1. SOUHRN
Klicovym ¢lankem  periferniho  metabolismu  glukokortikoidd  je  11[B-

hydroxysteroiddehydrogenasa (11HSD), kterd katalyzuje pfeménu glukokortikoidi na
jejich mén€ ucinné 11-oxo derivaty a naopak a mizZe tak ovlivnit koncentraci téchto
hormont pfimo v tkani. Existuji dva isoenzymy 11HSD. 11HSD?2 je schopna pouze sniZit
hladinu glukokortikoidl a je exprimovana nejen v mineralokortikoidné cilovych tkanich
ale 1 napf. v placenté. Naproti tomu 11HSDI1 in vivo pfevazné€ zvySuje lokalni koncentraci
glukokortikoidl a je exprimovana v nejrizngjsich tkanich. Pfitomnost té€chto isoenzymi
v tkani ma obrovsky vyznam pri zprosttedkovani jak mineralokortikoidniho tak i
glukokortikoidniho  signalu. Je znamo, Ze mineralokortikoidy (aldosteron) i
glukokortikoidy  (kortisol,  kortikosteron) = maji  pfiblizn¢  stejnou  afinitu
k mineralokortikoidnimu receptoru (MR) in vitro a navic plazmatickd hladina
glukokortikodi je pfiblizn€ 1000x vyss8i nezli mineralokortikoidil. /n vivo dochazi oviem
k specifické vazbé aldosteronu na MR. Tato selektivni vazba je umoznéna diky 11HSD2,
ktera konvertuje glukokortikoidy na méné ucinné 11-oxo derivaty. Nedostatecna funkce
tohoto isoenzymu vede k nadmémé aktivaci MR glukokortikoidem a tim k rozvoji
hypertenze. Posledni dobou se uvazuje o tom, Ze v srdci a mozku, kde jsou exprimované
MR a v malé¢ mife 11HSD2, vytvaii MR s glukokortikoidem neaktivni komplex. Jednou
z moznosti, jak zajistit aktivaci receptoru mineralokortikoidem, je preménit glukokortikoid
pomoci 11HSD2 na méné uéinny 11-oxo derivat. 11HSD1 muze naopak zvySovat lokalni
koncentract glukokortikoidd a napomahat tak vytvaret neaktivni komplex MR
s glukokortikoidem. Obé& dehydrogenasy tim, ze méni lokalni koncentraci glukokortikoidd,
mohou také ovlivnit glukokortikodini signal zprostredkovany pres glukokortikoidni
receptor €1 pfipadné€ ovlivnit pisobeni jinych hormont. Je totiz znam permisivni u¢inek
glukokortikoidi na pisobeni vasokonstrik¢nich latek jako je noradrenalin a angiotenzin II.
Vyhradni postaveni ma tento enzym 1 v placenté. Je znamo, Ze vystaveni plodu vyssi
hladiné glukokortikoidd vede krozvoji hypertenze, ale 1 dalSich chorob (insulinova
rezistence, obezita) v dospélosti potomkd. Pravé 11HSD2 zabrafiuje pfestupu
glukokortikoidli z téla matky do plodu tim, Ze je konvertuje na méné ucinné 11-oxo
denvaty. Posledni{ dobou je kladen velky diraz na studium téchto dvou dehydrogenas
zvlasté pak ve spojeni s rozvojem hypertenze a metabolického syndromu.

Cilem této prace bylo: (1) zjistit pohlavné asociované rozdily v 11HSD, které by



mohly byt spoluzodpovédné za vyraznéjsi rozvoj hypertenze u samct oproti samicim; (2)
zjistit zmény 1 1HSD v priib&hu vyvoje placenty a studium obou placentarnich isoenzymi
v souvislosti s rozvojem hypertenze v dospélosti potomkil; (3) prokazat, zda srdecni
hypertrofie béhem hypertenze je spojena se zménamni srdeéni 11HSD a (4) porovnat
metabolismus glukokortikoidd u potkanli s metabolickym syndromem a postulovat roli
11HSD u tohoto onemocnéni. Na feseni cili 1-3 byly pouzity dva modely hypertenznich
potkani: spontanné hypertenzni potkan (SHR) a jeho normotenzni kontrola Wistar-Kyoto
(WKY) a jako druhy model byl pouZit Dahliv potkan citlivy (DS) a rezistentni (DR)
k zvy§enému piijmu soli. Pro studium vyvojovych zmén 11HSD v placenté byl pouZit
potkan Wistar. Na feSeni 4. cile byl pouzit Prazsky hypertriglyceridemicky kmen potkana
(HTG), ktery byl vySlechtén z potkana Wistar a ktery byl pouZit jako kontrolni kmen. Ke
studiu byly pouzity enzymové a molekulameé biologické metody vcetné kvantitativni RT-
PCR v realném case, ,,western blottingu® a imunohistochemie.

(1) Na zaklad€ porovnani enzymovych aktivit v ledving, tracniku a aorté lze fici, Ze
11HSD2 nema pravdépodobné vliv na vyraznéj§i rozvoj hypertenze u samcli oproti
samicim. V Zadné tk&ni nebyla nalezena vyssi aktivita u samic, kterd by naznacovala vyssi
inaktivaci kortikosteronu u samic nezli u samcl. Byl nalezen vyznamny kmenovy rozdil
11HSD2 v aorté¢ Dahlovych potkanil, ktery svéd¢i o mozné vyssi hladiné glukokortikoidd
vaort¢ DS potkanl a naznafuje tak moZnou roli tohoto isoenzymu v procesu vzniku
hypertenze.

(2) Byly zjiStény vyznamné vyvojové zmeény v obou placentarnich isoformach
11HSD. Nejvyssi hladina mRNA pro oba isoezymy byla zaznamenana ve 13. dni bfezosti
(D13) a nejvyssi hladina proteinu pro 11HSD2 v D14 a D19. U zadného hypertenzniho
kmene nebyla zaznamenand niZ$i aktivita placentami 11HSD2, kterd by vedla ke
zvysenému prestupu glukokortikoidi z téla matky do plodu. U DS potkani byla ke konci
gestace zvySend hladina mRNA 11HSDI, ktera by naopak mohla pfispivat ke zvySenému
prestupu glukokortrikoid do plodu a podilet se tak na rozvoji hypertenze u DS potkand.

(3) Vsrdei byly na urovni mRNA zaznamenany oba isoenzymy 11HSD, avSak
I1HSD?2 je zde exprimovana mnohem méné nezli 11HSD1. Bylo prokazano, Ze srde¢ni
hypertrofie béhem hypertenze neni spojena se zménami v expresi 11HSD2. U Dahlovych
potkanti byl ale zaznamenan vyznamny kmenovy rozdil v 11HSD1. Bylo zjisténo, ze DR
potkani maji vys$si schopnost syntézy glukokortikoidl pfimo v srde¢ni tkani nezli potkani

DS.



(4) HTG potkani maji vy38i schopnost syntézy glukokortikoidld v jatrech nezli
potkani Wistar. Vysoky pifjem fruktosy, ktery ma za nasledek zvySeni plazmatické hladiny
insulinu, vedl ke zvySeni aktivity 11HSD1 v mezenterialnich cévach a traéniku. Kromé
zvySené aktivity 11HSD1 v jatrech HTG potkani a v cévach HTG potkant na dieté
s vysokym obsahem fruktosy nebyl nalezen Zadny rozdil v aktivit¢ 11HSD1 ani 11HSD?2.

Z jednotlivych vysledktl je tedy zfejmé, ze lokalni metabolismus glukokortikoid(

je zavisly na genotypu zvifat.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Béhem poslednich dvaceti let je stile vice vyzdvihovan do popfedi vyznam

prereceptorového metabolismu steroidnich hormontl. Tento metabolismus ovlivituje uéinek
hormonti v dané tkani nezavisle na jejich plazmatické koncentraci a mize tudiz zesilit ¢i
zeslabit steroidni signal. V souasné dobé je znamo, Ze ucinek steroidniho hormonu
nezalezi pouze na totdlni plazmatické hladiné hormonu a vazebném plazmatickém
proteinu, ale hlavné na lokalni koncentraci hormonu piimo v tkéni, jeho intracelularnim
metabolismu, koncentraci receptoru a jeho pfipadné modifikaci a na spfazeni receptori
s efektorem. Kromé&€ modulace steroidniho signalu mize tento prereceptorovy
metabolismus hrat roli v ochrané receptort pfed vazbou s nespravnym hormonem. Je totiz
znamo, ze ruzné steroidni hormony vykazuji in vitro podobné afinity k steroidnim
receptorim. To znamena, Ze in vivo musi existovat systém, ktery zabezpeuje vazbu
daného hormonu na ptislusny receptor. Takovym systémem je prave lokalni metabolismus
v burice, diky némuz je steroidni hormon preménén na méné€ aktivni metabolit, ktery se na
receptor vaze s nizsi afinitou.

Studium prereceptorového metabolismu prineslo jiz mnoho novych poznatki.
Bohuzel zatim z{stava mnoho nevyfeSenych otazek, jejichz zodpovézeni by mohlo piispét
k pochopeni fungovéani celého organismu na urovni jednotlivych organi a bunék. Tato
kapitola by méla pfinést alespori ¢asteCny pohled na tuto problematiku u kortikosteroidnich

hormony.

2.1. Kortikosteroidni hormony

Mezi kortikosteroidni hormony se fadi glukokortikoidy a mineralokortikoidy. U
vétsiny savclh vcetné Cloveéka je hlavnim glukokortikoidem kortisol. Kortikosteron je u
téchto druh@t minoritnim glukokortikoidem, ale je hlavnim glukokortikoidem hlodavci.
Nejicinn€jsim pfirozenym mineralokortikoidem je aldosteron. Rozdily mezi témito
steroidy byly pivodné zaloZzeny na piesné definici jejich funkce. Glukokortikoidy byly
charakterizovany  jako  hormony  ovliviiyjici  metabolismu  cukri,  zatimco
mineralokortikoidy jako hormony, které ovliviiuji transepitelialni Na'-transport. Tato
striktni definice prodélala vyznamné zmény. Postupné bylo prokéazano, ze glukokortikoidy
zprostredkovavaji nes€etné fyziologické pochody véetn€ vyvoje, udrzovani krevniho tlaku,

ovlivnéni imunitnich a stresovych reakci organismu, atd. [1, 2]. Mineralokortikoidy maji



kromé vlivu na epitelialni tkang vliv 1 na krevni tlak a hraji centralni roli pfi vyvolani

pocitu Zizné 1, 3].

2.2. Enzymy kortikosteroidniho metabolismu

Kromé& klasické cesty syntézy kortikosterodnich hormont v nadledviné byla
popsdna 1 extraadrenalni syntéza. Rada tkani ma schopnost lokalni syntézy
kortikosteroidnich hormont bud ptfimo z cholesterolu nebo z jinych plazmatickych
steroidnich prekurzord. Tato syntéza vyznamné nepfispiva k celkové plazmatické hladiné
hormont (napf. vsrdei- 0,1 % exprese kliCovych enzyml v nadledvinach), ale
pravdépodobné pouze zprostfedkovava autokrinni a parakrinni u¢inky [2, 4].

Odbourani hormond probiha v jatrech a podili se ném celd fada enzyml véetng
11B-, 3a-, 20a- a 20B-hydroxysteroiddehydrogenasy a Sa- a 5f3-reduktasy (obr.2.1) [4].
Tyto enzymy hraji vyznamnou roli nejen v procesu odbouravani hormont s naslednym
vylou¢enim z organismu, ale hraji pravé i roli v modifikaci steroidniho signalu. Enzymy
lze zaradit do nékolika enzymovych rodin. Mezi nejprostudovangjsi patii rodina
dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (,,short chain dehydrogenase/reductase (SDR)
family*) zahrnujici pfes 60 enzymil z riznych organismi zpracovavajicich nejriznéjsi
substraty - steroidy, cukry, prostaglandiny, alkoholy a dal$i malé molekuly. Tato rodina
zahrnuje fadu enzymi majicich tlohu pfi kontrole hormonalnich procest, které se uplatiuji
pfi rdstu, hypertenzi a plodnosti. Enzymy SDR rodiny vykazuji pouze 15 - 30 %
aminokyselinovou sekvenéni homologii [5]. Na N-koncové ¢asti se naléza kofaktor-
vazajici doména s motivem Gly-X-X-X-Gly-X-Gly a zitejmé& 1 signal pro zabudovani
proteini do membranovych kompartmentd. Vazebna struktura pro kofaktor (nukleotid) je
tvofena tzv. Rossmanovym zahybem (supersekundarni struktura proteinu - Bofaf).
V centralni €asti proteinti je aktivni misto, pro které je charakteristicka sekvence Tyr-X-X-
X-Lys, pti¢emZ Tyr je konzervovany v aktivnim misté vSech znamych ¢leni SDR rodiny
[6, 7). Do této skupiny patii napf. lidska 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a 1703-
hydroxysteroiddehydrogenasa typu 1 a typu 3, kterd se ucastni metabolismu Cig a Cys

steroid.
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Do druhé rodiny tzv. aldo-keto reduktas patii napf. savéi 3a-hydroxysteroid-
dehydrogenasa, 20a-hydroxysteroiddehydrogenasa [6] a 5B-reduktasa [8]. Narozdil od
enzymu z SDR rodiny nemaji ve své struktufe Rossmanniv zahyb. V aktivnim mist€ maji
konzervovany Tyr, Lys, His a Asp. Dal§imi skupinami jsou napf. Zn a Fe obsahujici

dehydrogenasy [7].

2.3. 3a-hydroxysteroiddehydrogenasa

Tento enzym zajistuje pfemeénu hydroxylové skupiny na C-3 steroidniho skeletu na
3-keto skupinu. Vedle degradace kortikosteroidnich hormont v jatrech je znam i
z centralniho nervového systému, kde pfeménuje Soa-dihydroprogesteron na Sa-
tetrahydroprogesteron. Druhy zmin€ny steroid je alosterickym efektorem GABAa
receptoru a zvySuje chloridovou vodivost. Nasledkem toho mé anestetické ucinky. Na
druhou stranu ovliviiuje tento enzym i metabolismus C;o steroidi regulaci pfistupu
androgent k androgennim receptorim. Zajist'uje konverzi Sa-dihydrotestosteronu (K4 =
10" M pro androgeni receptor) na So-androstan-3p,17p-diol (Kg = 10° M pro androgeni
receptor), ktery ma slab$i androgenni uéinky. Enzym tak mizZe mit vliv na vyvoj prostaty

18],

2.4. 5a0-/5B-reduktasa

Velky vyznam té€chto enzymu je pfipisovan jejich schopnosti snizovat hladinu
témét viech steroidnich hormont (obsahujicich A*-3-ketoskupinu) zejména v jatrech a
chranit tak organismus pred premirou cirkulujicich hormoni. Tato funkce vyplyva
z postaveni obou reduktas v degradacni draze hormond (obr.2.1), kde zaujimaji prvni
misto. Navic v dalsich tkdnich napt. mozku konvertuje Sa-reduktasa testosteron na vice

u¢inny androgen Sa-dihydrotestosteron [9].

2.5. 20a-/20B-hydroxysteroiddehydrogenasa

Kromé degradace steroidd v jatrech jsou oba enzymy zifejme zapojeny do fady
dalSich fyziologickych procesi. Byly detekovany v radé tkani jako je napft. vajecnik [10],
placenta [11], varle [12], nadledvina [13], stfevo [14] a je znamo, Ze zajist'uji katabolismus
progesteronu na neaktivni 20a- ¢i 20B3-hydroxyprogesteron. ProtoZe je progesteron

prekurzorem biologicky aktivnich steroidd, jako jsou androgeny, estrogeny a
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kortikosteroidy, mohou se tyto enzymy uplatnit v regulact biosyntézy téchto steroidi.
Také je znamo, Ze plazmaticka koncetrace progesteronu se vyrazné meéni béhem
menstruacniho cyklu a maxima dosahuje béhem t€hotenstvi. 20-
hydroxysteroiddehydrogenasa by mohla regulovat vykyvy v koncentraci progesteronu
pfimo  vtkani. Jiné prace naznaCuji roli  20B-hydroxysteroiddehydrogenasy
v prereceptorové modifikaci glukokortikoidnich hormont (20B-dihydrokortikosteron ma

4x nizsi afinitu ke kortikosteroidnim receptorim nez kortikosteron) [15].

2.6. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa (EC 1.1.1.146, 11B-hydroxysteroid: NAD(P)'-
11-oxidoreduktasa, 11HSD) se nachazi v mineralokortikoidné cilovych tkanich, v jatrech
[7] a dalsich organech jako je tenké stfevo [14], placenta [16, 17], tuk [18], srdce [2] atd.
Vyznam enzymu spocivd ve vzijemné konverzi glukokortikoidd a jejich biologicky
neaktivnich 11-oxo derivatl. 11-oxidasova reakce lokalné sniZuje hladinu glukokortikoidid
v tkani a 11-reduktasova aktivita ji naopak zvySuje. 11-oxo derivaty glukokortikoidi tak
mohou slouZit jako zdroj t€chto hormonti pfimo v tkani.

Pokud je ndm znamo, byl tento enzym poprvé popsan v roce 1956 [19] a od té doby
se ho snazilo mnoho védcl zafadit do uzsiho fyziologického kontextu. Dlouho se
predpokladalo, Ze upravuje pouze ll-oxo a 1l-hydroxy formy steroidd dle potieb
organismu. V 80. letech minulého stoleti byl diky 11HSD vyfeSen tzv. paradox
mineralokortikoidnich receptori. Vyci§tény nebo rekombinantni mineralokortikoidni
receptor (MR) vazZe totiz jak aldosteron, tak 1 kortisol a kortikosteron s vysokou a
podobnou afinitou in vitro (tab.I) [20]. Navic plazmaticka koncentrace volného kortisolu
(kortikosteronu u hlodavceil) je pfiblizné 10x vétsi nez aldosteronu (pfiblizné 1000x pi1
uvazovani totalnich koncentraci v plazmé; tab.Il). Naproti tomu in vivo MR vaze
selektivné aldosteron. Dvé nezavislé skupiny v roce 1988 demonstrovaly, ze specificita
MR v ledviné neni ddna samotnym receptorem, ale plisobenim 11HSD [21, 22], ktera
preménuje glukokortikoidy (kortisol, kortikosteron) na méné ucinné 11-oxo derivaty
(kortison, 11-dehydrokortikosteron) (obr.2.4). Tyto derivaty se vazi na MR s niZsi afinitou
(tab.I). Aldosteron neni substrat pro 11HSD diky své 11,18-hemiacetalové vazbé a muze se
tak seclektivné vazat na MR in vivo. Pokud se glukokortikoid vaZze na MR

v mineralokortikoidné cilovych tkanich, dochazi k mineralokortikoidni odpovédi [23].
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Oxidace kortisolu na kortison nebo kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron enzymem

1 1HSD predstavuje fyziologicky mechanismus odpovidajici za specifitu vazby aldosteronu

na MR.

Tab.I Relativni afinita k mineralokortikoidnim receptorim v mukosni &asti
stieva vztaZena k aldosteronu (100 %).

ligand potkan
aldosteron 100
11-deoxykortikosteron 73
kortikosteron 106
kortisol 32
11-dehydrokortikosteron N
kortison N

N-nedetekovatelnd; [24]

Tab.II Totalni koncentrace kortikoidl v plazmeé ¢lovéka a potkana.

hormon kortisol  kortikosteron aldosteron
glovek V| 138-552 11,5-57,8 0,06-0,43

potkan * N 57,7-585,9  0,05-0,43

Koncentrace jsou udéany v nmol/l.
N-nedetekovatelna;  [257]; 2 [26]

Na druhou stranu se ukazuje, Ze pouhé spojovani 11HSD s roli ochrance MR pred
glukokortikoidy a tim udrzovani rovnovahy elektrolytl a vody by mohlo vést k velkému
zjednodu$eni pfedstavy o funkci tohoto enzymu (obr.2.4). Napf. v jatrech zvysuje tento
enzym hladinu plazmatickych glukokortikoidd redukci jejich 11-oxo derivatd [7].
V cévach mize diky zménam v lokalni koncentraci glukokortikoidi dochazet k ovlivnéni
pisobeni jinych vasoaktivnich latek [27, 28]. V nékterych tkanich, které nejsou
povazovany za typicky cilové pro mineralokortikoidy (napf. srdce), se ukazuje, Ze MR je
za fyziologickych podminek stale okupovan glukokortikoidem, ktery ho ale neaktivuje. Da
se fici, Ze glukokortikoid spise chrani MR pfed nadmémou aktivaci aldosteronem.
Lokéalnimi zmé&nami v hladiné glukokortikoidi diky 11HSD miZe dochéizet ke zménam
v aktivaci MR [29, 30].

Existuji dva isoenzymy 11HSD, které piisobi odlisné a jejichz funkce se muize do
znaéné miry dopliiovat (obr. 2.4). Prvni je jaterni (L) neboli isoenzym typu 1 (11B-
hydroxysteroiddehydrogenasa 1; 11HSD1), druhy ledvinovy (K) neboli isoenzym typu 2
(11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2; 1 [THSD2).
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2.6.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1

Tento enzym byl poprvé izolovan z mikrosomalni frakce jater potkana [31]. Je to
glykoprotein s molekulovou hmotnosti 34 kDa a jednou membranovou doménou (obr.2.2)
[32, 33], jez vyzaduje NADP" & NADPH jako kofaktor. Katalytickdi doména je
nasmérovana do lumen endoplazmatického retikula a N-koncovad doména smétfuje do
cytosolu. Nékdy se tento enzym oznacuje jako nizkoafinni, protoze jeho Michaelisova

konstanta Ky pro glukokortikoidni substrat je v mikromolarnim rozsahu [34].

Obr.2.2. Model lidské 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 se tfemi
glykosyla¢nimi misty (G). [33]

Cela délka lidské cDNA je velka 1,4 kb a zahrnuje otevieny Cteci rdmec o 876 bp
predpovidajici protein o 292 aminokyselindich. Rekombinantni enzym z c¢DNA
exprimovany v sav¢ich bunkach vykazuje jak 11B-oxidasovou tak i reduktasovou aktivitu
[35]. Prislusny lidsky gen pro tento isoenzym je lokalizovany na chromozomu 1 a obsahuje
6 exont s celkovou délkou pres 9 kb [36].

Tento isoenzym vytvari aktivni glukokortikoidy z neaktivnich metabolitl v mnoha
tkanich a je tak schopen modulovat glukokortikoidni signal zprostfedkovany pres
glukokortikoidni pfipadné mineralokortikoidni receptor (obr.2.4). V intaktnich bunkach
plsobi pfevazné jako reduktasa [31, 37]. Na druhou stranu byla v tkafiovych

homogenatech prokazana 1 oxidasova aktivita tohoto enzymu. Tento rozdil mezi intaktni
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tkani a homogenatem mizZe byt zpusoben fosforylaci enzymu ¢1 dostupnosti kofaktoru
[38]. Rozdil mezi samotnymi tkadnémi pak miZe byt zpisoben rozdily v poméru
NADP'/NADPH. V jaternich bufikich svysokym zasobenim glukosy a aktivnim
pentosafosfatovym cyklem je vétSina kofaktoru vredukovaném stavu. Kromé toho
NADPH je regenerovan hexosa-6-fosfatdehydrogenasou, ktera je stejné jako 11HSDI
lokalizovana na endoplazmatickém retikulu. Tak mizZe byt upfednostnéna NADPH-
dependentni redukce nad oxidaci [39]. Dalsi regulujicim faktorem by mohl byt stuperi
glykosylace [40].

Pomoci gelové permeaéni chromatografie a SDS (dodecylsulfat sodny)
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu bylo zjiténo, Ze tento enzym je funkéni jako
homodimer. Ve vzorku z lidsky jater nebyl nalezen Zadny monomermi protein [41].

Nedavno byly vytvoteny homozygotni mysi sdeleci genu pro 11HSDI (kap.
2.6.5.1) [42]. Tyto mysi se vyznacuji neschopnosti konvertovat 11-dehydrokortikosteron
na kortikosteron in vivo a maji sniZenou aktivaci klicovych jaternich enzymi pii hladovéni
kvili relativnimu nedostatku glukokortikoidi v jatrech.

Zatim jedinym Zivodichem, u kterého nebyla prokazana piitomnost 11HSDI1
v jatrech, je australskd koala (Phascolarctos cinereus) [43]. Koala tak nemiZe zvysit
hladinu cirkulujiciho kortisolu redukei kortisonu jatry. Tim se 1i8i od dosud studovanych
savcd, pripadné ryb, ptadkid a obojZivelniki [44] a poukazuje na evolu¢ni rozdily

jednotlivych druhi.

2.6.2. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2

Tento isoenzym byl poprvé izolovan ze sbémého kanalku ledvin kralika. NAD'-
dependentni 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 (11HSD2) je enzym pouze s 113-
dehydrogenasovou aktivitou. Zda se ale, ze 11HSD2 je schopna katalyzovat 1 redukci
nékterych 11-oxosteroidd. V bunééném homogenatu CHO buné€k (Chinese hamster ovary
cells) transfekovanych potkanni 11HSD2 byl 11-dehydrodexametason metabolizovan na
dexametason.  Schopnost redukce nebyla ale zaznamenana v pfipadé 11-
dehydrokortikosteronu jako substratu. Ky pro glukokortikoidy je piiblizné v
nanomolamim rozsahu a molekulova hmotnost je ptiblizné 40 kDa [45-47].

Byly izolovany ¢cDNA kodujici tuto isoformu z potkanich [48], ov¢ich [49] a
lidskych ledvin [50]. Preferovany substrat pro rekombinantni enzym je kortikosteron s Ky

priblizné 10x vyssi neZ pro kortisol (Km ~14 - 47 nM). Je pouze z 21 % identicky s
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ITHSD1. Gen s ptfiblizn€ 6,2 kb je umistén u ¢lovéka na 16. chromosomu a ma 5 exond.
Cely protein ma 405 aminokyselin [51].

Pomoci transfekce genu pro 11HSD2 s fusnim proteinem- ,green fluorescent
protein“ do CHO bunék bylo zjist€no, Ze tento isoenzym je také lokalizovan na
endoplazmatickém retikulu [52]. Oproti isoenzymu 1 ma ale obricenou orientaci a 3x
prochazi membranou. Katalytickd doména sméfuje do cytosolu (C-konec) a N-koncova
doména je orientovana do lumen endoplazmatického retikula (obr.2.3) [32]. Signal pro
zabudovani do membrany neni zakdédovan pouze v této N-koncové ¢asti proteinu, ale i
v jeho dalSich ¢astech. Dilkkazem je vytvoreny konstrukt lidské 11HSD2 bez N-konce,

ktery se také vaze do mikrosomalni frakce [53].

COOH

@ a membrén'j
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endoplazmatického
o retikula
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Obr. 2.3. Model lidské 1103-hydroxysteroiddehydrogenasy 2.
7?7-dal8i mozné ukotveni do membrany; [53].

Pokud se 11HSD2 analyzuje pomoci ,western blottingu® lze ziskat rozdilné
vysledky pfi a bez pouZiti redukéniho ¢inidla B-merkaptoethanolu. V jeho nepfitomnosti
1ze na nitrocelulézové membrané pozorovat dva proteiny piiblizné 40 kDa a 80 kDa veliké.
Pri pouziti (-merkaptoethanolu zlstane pouze 40 kDa protein. Navic v pfitomnosti
redukéniho ¢&inidla se také 10x zvysi Na'-dependentni konverze kortikosteronu na 11-
dehydrokortikosteron. Zda se tedy, Ze tento isoenzym je oproti 11HSDI1 funkéni jako
monomer, ale vytvareni nefunkénich diméri muze slouzit jako latentni forma. Tim by

mohl byt regulovan mineralokortikoidni a glukokortikoidni i¢inek na bunééné urovni [54].
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Obr.2.4. Funkce 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSD1; 1 lHSD2).

A. Bl Aldosteron se milZe selektivn€ vazat na MR diky pfeméne
kortikosteronu na méné aktivni 11-dehydrokortikosteron pomoci 11HSD2.
Glukokortikoid se na MR nenavéze (napt. ledvina, tracnik).

B. 1 11HSD1 a 11HSD2 méni lokalni koncentraci glukokortikoidi a
nasledné i1 hladinu volného MR a hladinu neaktivniho komplexu MR-
glukokortikoid. Tim je regulovan piistup aldosteronu k MR (napft. srdce).

C. @ 11HSDI a I[1HSD2 moduluje u¢inek glukokortikoidud ptes GR.

D. % 11HSDI a 11HSD2 méni lokalni koncentraci glukokortikoidd a tim 1
ucinky jinych latek napf. noradrenalinu a angiotenzinu II v cévach.

E. B2 11HSDI zvySuje plazmatickou hladinu glukokortikoidl redukeci jejich
11-oxo0 derivati v jatrech.

MR, mineralokortikoidni receptor; GR, glukokortikoidni receptor; ?, predmétem
diskuze, zda 11HSD1 je schopna katalyzovat oxidaci in vivo.
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Pravé tento isoenzym 11HSD je zodpovédny za ochranu MR pied piemirou
glukokortikoidi (obr.2.4). Pokud je MR exprimovan v bufice sam (studovano v HEK-293
bunikach odvozené z lidské fetdlni ledviny) nachazi se jak v cytosolu, tak 1 v jadfe buiky.
V piipadé exprese MR spolu s I THSD2 soucasné, dochazi zfejme k asociaci obou proteinti
a MR se nachazi pouze kolem endoplazmatického retikula. K takové asociaci s MR
nedochazi v ptipadé 11HSDI1 [55]. Nelze vyloucit, ze 11HSD2 miize modulovat i
glukokortikoidni uéinky ochranou glukokortikoidnich receptorti (GR) [7]. Teoreticky miize
vysoka exprese 11HSD2 v tkanich bohatych na GR stimulovat proliferaci a potencialné
zplsobit neoplasticky podnét kbunéfnému rlstu, protoZze glukokortikoidy maji

diferencia¢ni uéinky [56].

2.6.3. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 3

Posledni dobou ptibyvaji dilkazy o existenci daliiho vysokoafinitniho NADP'-
dependentniho isoenzymu. Takova aktivita byla zaznamendna v mikrosomech z ovéich
ledvin, kde byla zmétena Ky pro kortikosteron piiblizné 4 nM a pro kortisol 35 nM a za
fyziologickych podminek byla nalezena pouze oxidasova aktivita [57]. Podobny enzym,
ktery kineticky neodpovidal 11HSD1 (Ky byla nM rozsahu) byl také nalezen
v Leydigovych burikach potkana. 1 1HSD?2 nebyla v téchto burikach detekovana [58].

2.6.4. Exprese, regulace a inhibice 113-hydroxysteroiddehydrogenasy
2.6.4.1. Ledvina

Ledvina patii z hlediska 11HSD k jednomu z nejvice prostudovanych organtim. U
potkana byla 11HSDI1 prokazand v proximalnim tubulech a v intersticidlnich burikach
dfené¢ ledviny. V mineralokortikoidné cilovych ¢astech nebyl tento isoenzym nalezen.
Oproti potkantim neni 11HSD1 u ¢lovéka (i ovce) témér exprimovana. Naopak 11HSD?2 je
vysoce exprimovand v distalnich tubulech a ve sbémém kanalku ledviny s vyjimkou
konedné casti v papile, tedy v mineralokortikoidné cilovych segmentech [7]. Diky této
lokalizaci mfize 11HSD2 zajistit citlivost MR k aldosteronu a regulovat tak zpétné
vstfebavani Na® do organismu zvy$enim absorpce Na' iontii do buiiky. Pii poruse tohoto
isoenzymu dochézi ke znamému patologickému stavu k tzv. syndromu zdanlivého
mineralokortikoidniho nadbytku vedouciho k hypertenzi (kap. 2.6.5.2). Neddvno byla
11HSD2 také prokdzand v lidském glomerulu a vbunééné linii viscerdlniho epitelu

glomerulu [59].
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Srovnani procentualni konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron u
potkanll ukazalo vyvojové zmény v této aktivitd. U novorozeného potkana byla tato
aktivita pfiblizn€ 1,5x niz8i nezli u osmidenniho mladéte a dospélého jedince [60]. U
¢lovéka byla pomoci imunohistochemie studovana exprese 11HSD?2 jiZ prenatalné. Zjistilo
se, ze 11HSD?2 je koexprimovana spolu s MR v distalnich tubulech, sbémych kanalcich a
mén¢ v tlustém segmentu vzestupného raménka Henleovy klicky jiZ 14 tydnt pted
porodem [61]. U mysi je 1 1HSD2 pfitomna jiz ve 13. dni bfezosti (celkova délka gestace
19 dni) zatimco 11HSDI1 se objevuje hned po porodu [62].

Oba i1soenzymy podléhaji riznym regulacim na arovni enzymové aktivity, hladiny
mRNA a proteinu. Na primarni kultufe epitelu ledviny bylo prokazano, Ze aktivace
adenylatcyklasy forskolinem vede k zvySeni jak hladiny mRNA, tak i hladiny proteinu pro
11HSD2. Tento u¢inek byl zruSen pritomnosti TPA (,,tetradecanoyl phorbol acetate™), coz
je aktivator proteinkinasy C. Zda se tedy, Ze aktivace proteinkinasy A vede k indukci,
zatimco aktivace proteinkinasy C k potla¢eni 11HSD?2 [63].

U gonadektomizovanych potkani vedlo v ledviné podavani estradiolu k zvySeni
dehydrogenasové aktivity [64]. Stejn€ tak byla po podavani estradiolu zvys$ena hladina
mRNA 1 proteinu pro 11HSD2 v mikrosomalni frakci ledviny, na 11HSD1 mél estradiol
opa¢ny vliv, hladinu mRNA 1 mnoZstvi proteinu snizil [65].

Podani dexametasonu a deoxykortikosteronu potkanim po adrenalektomii zvysilo
aktivitu 11HSD2, ale na druhou stranu to vedlo k sniZeni hladiny mRNA pro tento enzym.
Tato rozdilna regulace tak svédci o pfitomnosti latentni formy tohoto isoenzymu [66].

V bunééné kultute LLC-PK, (epitelové bunky z prasete) estradiol pouZity v
koncentraci 10° M a 10° M spise zvySoval konverzi kortikosteronu na 11-
dehydrokortikosteron, pti koncentraci 107 M a 10° M snizoval. Stejny vliv mél i
progesteron [64]. V butikdch 293 (bunky z fetdlni ledviny) transfekovanych lidskou
11HSDI1 nebo 11HSD2 progesteron snizil konverzi kortisonu na kortisol 1 kortisolu na
kortison. Na reduktasovou aktivitu mél ale vyssi inhibi¢ni uéinek derivat progesteronu a to
11a-hydroxyprogesteron. 11B-hydroxyprogesteron tuto aktivitu neovlivnil. Na oxidasovou
aktivitu mély oba tyto derivaty pfibliZznég stejny vliv, také vet§i nez progesteron [67].

V mikrosomech ledvin byly testovany 1 inhibi¢ni uéinky ZzZlucovych kyselin.
Nejvice uéinné se jevi kyselina lithocholovd a chenodeoxycholova, které inhibuji jak
oxidasovou, tak 1 reduktasovou aktivitu 11HSD [68]. K sniZzeni 11-dehydrogenasové

aktivity vede také nizké pH (akutni acidéza) [69].
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Nejznaméjsi exogenni kompetitivni inhibitor je karbenoxolon (CBX, 3-(3-
karbonyl-1-oxopropoxy)-11-oxo-elean-12-en-29-ova kyselina (obr. 2.5)), coZ je
hemisukcinovany derivat glycyrrhetinové kyseliny (GA) [7, 70], ktera je také vyznamnym
inhibitorem 11HSD. Oba inhibitory podavané potkaniim inhibovaly aktivitu 1 1HSD nejen
v mineralokortikoidné cilovych tkéanich (ledviny, tracnik), ale 1 v dalSich orgénech [71].
CBX 1 GA inhibuji oba isoenzymy [67], ale zda se, Ze riizné derivaty GA mohou mit rizny
inhibicni uéinek na jednotlivé isoenzymy. Napt. 18B3-11-deoxyglycyrrhetinova kyselina
méla niZ§i inhibiéni d¢inek na ledvinovou dehydrogenasovou aktivitu nez samotna GA
(moZna inhibice obou isoenzymi), zatimco na jaterni aktivitu méla stejny vliv jako GA
(exprimovana pievazn¢ 11HSD1) [72]. Dale bylo naméteno, Ze podavani CBX potkaniim
zvySuje 3x plazmatickou hladinu kortikosteronu zifejmé jako nasledek sniZeni periferni

degradace tohoto hormonu katalyzované 1 1THSD [73].

Obr.2.5. Karbenoxolon

Vice nebo mén¢ inhibuji 11HSD také nékteré dalsi latky pouZivané jako farmaka
[74]. Z nich nejucinnéjsi se jevi furosemid, diuretikum, které je podavano pacientlim
s hypertenzi nebo pfi 1é¢bé chronického srde¢niho selhani. Tato latka je kompetitivnim
inhibitorem 11HSD in vivo 1 in vitro [75].

1THSD je moZné ovlivnit 1 dieteticky. Dieta s vysokym obsahem NaCl (podavana
po dobu 7 dnil) zvysila aktivitu 11HSD1 4x [76]. Naproti tomu nebyl zaznamenan Zadny
vliv zvySeného ¢1 sniZzeného piijmu solt (podavané po dobu 10 dn@) na hladinu mRNA

LIHSD2 [77].

2.6.4.2. Travicl systéem
2.6.4.2.1. Zaludek
Pomoci ,,western blottingu* byla v Zaludku potkana prokazana pfitomnost 11HSD2

[78]. Pozdé&ji se pomoci imunohistochemie, ,northemn blottingu” a RT-PCR uréila u
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¢lovéka blizsi lokalizace. 11HSD2 je kolokalizovany spolu s MR v parietalnich bunkéch
fundu Zaludku, ale ne v antru a mohl by tak chranit MR pfed vazbou s glukokortikoidy.
Zaludek tedy patii k dal§im cilovym organtm pro aldosteron, ktery tak mtZe regulovat
biologické funkce parietdlnich buné€k véetné€ regulace sekrece Zaludecnich §t'av [79].
11HSDI1, ktera se u potkana vyskytuje také v parietalnich buitkach fundu Zaludku,

zfejme ovliviiuje autokrinni a parakrinni u€inky glukokortikoida [80].

2.6.4.2.2. Strevo

Aktivita 11HSD v tracniku byla zaznamenana jiZ béhem 80. let minulého stoleti.
Pozdéji bylo prokéazano, Ze ve stfevu jsou exprimovany oba isoenzymy | IHSD. 11HSD2
v epitelidlnich burikach mukosy a burkach krypt a 11HSDI1 v neepitelidlnich bunkéch
lamina propria |7, 81, 82]. Funkce 11HSD2 je pfipisovdna ochrané MR pted premirou
glukokortikoid a tim regulaci pfijmu Na* z potravy. 11B-dehydrogenasova aktivita ma
stoupajici tendenci smérem od dvanactniku k distdlnimu tra¢niku. Ve dvanactviku je
prakticky neméritelna. V tracniku a slepém stfevé, coz jsou typické cilové tkané pro
aldosteron, je nejvyssi [83]. Také u prasete ma aktivita 1 IHSD?2 zvySujici tendenci smérem
od dvanactniku ke tra¢niku. Aktivita byla 10x vyS$si v traéniku nezli v laniku a 3x vyssi
nezli v kyCelniku [84].

Funkce 11HSDI je spiSe spekulativni. Bude hrat zfejmé roli pti samotném maturaci
stieva, regulaci glukokortikoidniho signalu a ptipadné pfi regulaci stfevnich zanétd (kap.
2.6.4.4), pti kterych se vyrazné méni aktivity a hladiny mRNA obou isoforem. Tyto zmény
mohou byt ale na druhou stranu zplsobeny i zménami v expresi téchto enzymi piimo
v imunitnich burkach.

Aktivita 11HSD podléhd vyvojovym zménam. Ve strevech mySich embryi se
mRNA pro 11HSD1 objevuje tésné pred porodem, 1 1HSD2 zde neni pfitomna vibec [62].
Ve slepém stievé, distalnim a proximalnim tracniku potkana je 11PB-dehydrogenasova
aktivita vysoka uz druhy den po narozeni a az do dospélosti se méni malo. V kycelniku je
aktivita nizka béhem prvnich dvou tydni, stoupa vice nez 5x beéhem dalsSich dvaceti dnil a
pak dochézi k menSimu poklesu [85].

Na rozdil od ledviny je mozZné stfevni 11HSD2 ovlivnit dieteticky. V distalnim
traéniku potkana do$lo k nartstu hladiny mRNA 11HSD2 a proteinu po nizkosolné dieté

[77]. Po vysokosolné dieté byl zaznamenan pokles v aktivit€¢ 1 1HSD2 [85].
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Dexametason a aldosteron vyznamné zvySily po 48 hod inkubace ve stfevnich
segmentech  (kyCelnik,  distdlni  traénik) konverzi  kortikosteronu na 11-
dehydrokortikosteron. V ky€elniku bylo toto zvySeni vyrazng&jsi. Insulin a thyreoidalni
hormon T3 (3,5,3 -trijodtyronin) tuto aktivitu neovlivnily, CBX a progesteron ji inhibovaly
[86]. Bylo také prokazano, Ze CBX stimuluje maturaci stfeva béhem postnatalniho Zivota

[73].

2.6.4.3. Jatra

U ¢loveka 1 hlodavet byla v jatrech prokazana pritomnost 1 1HSDI1. Je lokalizovana
centripetalné s maximalni expresi kolem centralni Zily [7] a hraje velmi vyznamnou roli
vregulact enzymi, které jsou regulovatelné glukokortikoidy a ucastni se v procesu
glukoneogeneze (glukosa-6-fosfatasa a fosfoenolpyruvatkarboxykinasa). To bylo
prokazano pomoci 11HSD1 ,knockout™ mysi (kap. 2.6.5.1). Tyto mysi sice mély stejnou
bazalni hladinu mRNA a aktivitu t€chto dvou enzymi jako normalni mysi, ale sniZeny
piijem potravy nevedl k jejich aktivaci. U normalnich mysi mize 11HSD1 zvysit lokalni
koncentraci glukokortikoidli preménou jejich 11-oxo derivatd, a tak zvysit produkeci
glukosy jatry [42].

Bylo diagnostikovano nékolik Zen s tzv. zdanlivym nedostatkem redukce kortisonu
(,,apparent cortisone reductase deficiency*). Tyto Zeny maji zvySenou hladinu metabolitd
kortisonu v mo¢i (pfedevsim redukovanych v poloze 5B) a témé&f Zadné metabolity
kortisolu. Jako néasledek relativniho nedostatku kortisolu dochazi ve zvySené mite
k uvoliovani ACTH a hyperandrogenismu, ktery lze potlacit poddvanim dexametasonu.
Zatim se nevi, jakou pfesnou enzymovou poruchou tyto Zeny trpi, ale je mozné, Ze se jedna
o sniZzenou aktivitu pravé 11HSDI1. Geneticka analyza zatim ov8em neprokézala zadnou
mutaci v genu pro 11HSD1 vedouci k tomuto onemocnéni, a tak se zda, Ze se miiZe jednat
1 0 nadmémou aktivitu 5f-reduktasy [87, 88].

Naopak zvySeni reduktasové aktivity 11HSD1 miZe byt pozorovano u pacientl
s chronickym jaternim selhdnim. Tito pacienti maji v moéi zvy$eny pomér (THF+allo-
THF)/THE stejn€ jako pacienti se sniZzenou aktivitou 11HSD2 (kap. 2.6.5.2) (THF, 5B3-
tetrahydrokortisol; allo-THF, Sa-tetrahydrokortisol; THE, tetrahydrokortison) [89].

Je zajimavé, Ze cilena nadprodukce 11HSD1 v hepatocytech mysi vede k vytvoreni
mirné insulinové rezistence, dyslipidémii se zvySenou syntézou lipidl v hepatocytech a

k hypertenzi. Ta je zplGsobena zfejm¢ paralelnim zvySenim exprese angiotenzinogenu. U
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téchto mysi se ovSem nevytvorila obezita. Tim se li§i od klasického metabolického
syndromu, na jeho? patogenezi se mize podilet nadprodukce tohoto isoenzymu
v adipocytech (kap. 2.6.5.1) [90].

Aktivitu 11THSD1 miZze ovlivnit fada latek. Napft. trijjodtyronin zvysil reduktasovou
aktivitu v primarni kultufe hepatocytii potkana, ale nemél Zadny vliv na lidské hepatocyty.
Progesteron naopak snizil aktivitu 1 1THSD1 v lidskych hepatocytech, ale nemél Zadny vliv
na hepatocyty potkana [91]. Tyto vysledky svéd¢i o druhové specifickych rozdilech
piinejmensim v regulaci 11HSDI1. Na hepatocyty potkana mél vliv 1 rlistovy hormon a
insulin. Oba aktivitu sniZily, naproti tomu dexametason ji zvysil [92].

Mezi dalsi latky, které nemaji endokrinni funkci a inhibuji 11HSD patii CBX, ktery
vyznamné inhiboval reduktasovou aktivitu v lidskych 1 potkanich hepatocytech [91].
Oralni podani CBX (100 mg kazdych 8 hod) vedlo kzvySeni celkové insulinové
sensitivity. Kromé dalSich organii mohl tento inhibitor plsobit i na jaterni 11HSD1, coz
mohlo vést k sniZeni lokalni koncentrace kortisolu a snizeni produkce glukosy jatry [93].

I1THSD2 byla zatim prokazana pouze v epitelidlni vystelce intrahepatalnich a

vylucovacich Zluovych kanalcich, kde je zapojena do procesu zakoncentrovani Zluce [78].

2.6.4.4. Imunitni systém

Glukokortikoidy jsou jiz dlouhou dobu predepisoviany pacientim pro svoje
protizanétlivé ulinky, ale pomé&mé malo bylo doneddvna znamo o lokalnim metabolismu
téchto hormont pfimo v imunitnich burtikach infiltrujici zanétliva loZiska.

V mysich T- i B-lymfocytech (CD4", CD8" a B220") byla na urovni mRNA i
proteinu prokazana pritomnost pouze 11HSDI1. Tento isoenzym byl nalezen 1 v obou
typech lidskych lymfocyt a v lidské B-lymfoidni bunécné linii. Nebyla naméfena Zadna
oxidasova aktivita naznacujici ptfitomnost 11HSD2 a ani mRNA pro tento isoenzym [94,
95]. Mimoto T- ani B-lymfocyty nejsou mistem extraadrenalni syntézy glukokortikoidl
(neexprimuji 11B-hydroxylasu, CYP11B1) [95]. V monocytu neni pfitomna ani 11HSDI1 a
ani 11HSD2, zatimco v makrofagu je isoenzym 1 exprimovan. 11B-reduktasovou aktivitu
Ize v monocytech indukovat protizanétlivymi cytokiny (IL-4 a IL-13). Tato indukce byla
potlacena IFN-y, coZ je funkéni antagonista téchto interleukini [96].

O vyznamu 11HSD1 v téchto burikach se zatim spiSe spekuluje. Mize hrat roli pi1
diferenciaci a regulaci imunitnich funkci samotnych bunék, ale i1 pii regulaci lokalni

koncentrace glukokortikoidi v jinych tkanich. To by pravé mohlo mit vyznam pfi
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prereceptorovy metabolismus se zabyvala farmakologickou inhibici 11HSD v kizi.
Lokalni podéani kortisolu sice zmimilo koZni zanét, ale daleko ucinngj$i bylo podani
kortisolu spolu s glycyrrhetinovou kyselinou (GA) nebo 1la-hydroxyprogesteronem
(11aHP). Piidani téchto inhibitord 11HSD vedlo k sniZeni zanétu kize o vice nez 70 %.
Naproti tomu, samotné podani GA nebo 11aHP nevedlo k tak obrovskému potladeni
zanétu [97].

Je znamo, Ze v prib&hu zanétu vzrista vice €1 méné hladina prozanétlivych faktort,
jako jsou napt. IL-1B a TNF-a. Tyto latky byly schopny zvysit hladinu mRNA a
reduktasovou aktivitu 11HSD1 v glomeruldrnich mesangialnich burkach, a tak zvysit
lokalni koncentraci glukokortikoidid. Glukokortikoidy maji oproti vySe zminénym
cytokinim protizanétlivé G¢inky a tudiz tento mechanismus mize vést k ,,samokontrole*
zanétu [98]. TNF-a stejné jako v glomerularnich mesangialnich buiikach zvysil hladinu
mRNA a reduktasovou aktivitu 11HSD1 v lidskych tukovych buiikdch stromatu. Tento
vliv byl zmirnén v pfitomnosti insulinu, jenZ sam nemél vliv na 11HSD1 [99]. V lidskych
aortickych a bronchialnich hladkosvalovych buikach [100] a v osteoblastech [101]
indukovaly oba cytokiny exprest 11HSD1 a snizily hladinu mRNA 11HSD2. Kromé IL-1f3
a TNF-a byl studovan vliv 1 dalSich cytokini na 11HSD. IL-5 a IL-6 byl schopen zvysit
oxidasovou aktivitu 11HSD v lidské kultufe granulosovych bunék [102] a IL-4 a IL-13
zvysil piiblizné 10x exprest mRINA 11HSD1 v monocytech [96].

O ,,samokontrole” zanétu svéd¢i 1 nedavno publikovana prace popisujici zanét
traéniku. Pfi z&nétu vyvolaného TNBS (2,4,6-trinitrobenzensulfonova kyselina) 1 DSS
(dextransulfat) byla aktivita 11HSD1 zvySena a 11HSD?2 sniZena oproti nezanétlivym
kontrolam. S t€mito vysledky korelovala i hladina mRNA [103].

2.6.4.5. Nadledviny
V tkdnovém homogenatu nadledviny byla u potkana prokazané ptfitomnost obou
1soenzymi. Imunohistochemické pokusy ukazaly, Ze isoenzym 2 se vyskytuje v kife
nadledvin a to v zona fasciculata a reticularis, ale ne v zona glomerulosa. Tento vyskyt
koreluje s expresi enzym pro tvorbu glukokortikoidli a androgend. Ve dfeni nadledvin se
tento isoenzym také nevyskytuje [78]. 11HSDI1 se naopak vyskytuje ve dfeni nadledvin,

ktera syntetizuje katecholaminy, a vzona glomerulosa, ktera je spojena s tvorbou
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mineralokortikoidl [80, 104]. In situ hybnidizace odhalila specifickou lokalizaci 11HSDI
mRNA v buitkdch kortiko-medularniho spojeni (,,corticomedullary junction®). Zde mize
regulovat lokalni koncentraci glukokortikoidd a tim 1 hladinu glukokortikoidng zavislych
enzyml, jako je naptf. fenylethanolamin-N-methyltransferasa pfeménujici noradrenalin na
adrenalin [105]. Po dal§im vyznamu 11HSD v nadledving¢ se zatim patra.

U ¢loveéka je 11HSDI ptfitomna ve vSech zonach klry nadledvin [106]. 11HSD2 u

dospélého jedince neni, ale d4 se pozorovat ve fetalni nadledving [107].

2.6.4.6. Centralni nervovy system

Glukokortikoidy jsou v mozku zahmuty do riznych procesid véetné regulace
krevniho tlaku, vyvoje neuronii a hypothalamo-hypofyzarni-nadledvinové osy [108].
Aldosteron ptes MR reguluje v mozku potfebu prijmu soli neboli ,;sodikovy apetit™ (SA) a
krevni tlak. Po odstranéni nadledvin u potkana dochazi k zvySenému SA jako nasledku
odstranéni aldosteronu. Podani kortikosteronu sice napravuje metabolické poruchy
zptisobené nedostatkem glukokortikoidfl, ale SA ziistava. Ten vymizi aZz po podani
aldosteronu {109]. Tento jev mlze byt vysvétlen pritomnosti 11HSD nebo pritomnosti
membranovych receptort, které jiz byly v mozkové tkani prokazany [110]. Tyto
membranové MR jsou mnohem selektivngj$i pro aldosteron neZ receptory intracelularni.
Stejné jako v dalSich organech tak 1 vmozku si je tfeba uvédomit, Ze aldosteron 1
kortikosteron (kortisol) vykazuje podobnou afinitu k intracelularnim MR. Navic oba
steroidni hormony jsou pfimo v mozkové tkani syntetizovany. Jejich hladiny ovSem
nedosahuji plazmatickych koncentraci a tudiz zfejmé pulsobi pouze parakrinné ¢i
autokrinné [111].

Jiz dlouhou dobu je znidmo, Ze mozkova tkan potkana je schopna metabolizovat
kortisol na kortison a tudiZ je zde pritomna 11HSD [112]. Bylo prokéazano, Ze v centralnim
nervovém systému je exprimovana 11HSDI1, jejiz funkcei je regulace lokalni koncentrace
glukokortikoidi ovlivnénim poméru kortikosteron/11-dehydrokortikosteron. Zatimco
v primarni kultufe hippocampu prevldda redukce, kterd zajist'uje konstantni aktivaci
glukokortikoidnich receptorlt zvlasté v hippocampu bé&hem nizké bazalni koncentrace
glukokortikoidli, v homogenatech téchto bunék lze pozorovat i vyznamnou dehydrogenaci.
Ta je jak NAD'- tak i NADP -dependentni, pfi¢em? aktivita v pfitomnosti NADP" je
vyrazné vyssi [38, 113]. Z hlediska ochrany MR pred glukokortikoidy je tedy ziejmé, Ze
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inaktivace kortikosteronu v hippocampu je nedostateéna a zda se, Ze tyto MR jsou oproti
ledviné stale obsazeny glukokortikoidem [114].

V bunééném homogenatu hippocampu zvysil dexametason priblizné o 100 % jak
redukci tak 1 oxidaci 11-dehydrokortikosteronu resp. kortikosteronu. Naproti tomu v
samotné primarni kultute zvysil pouze aktivitu reduktasovou [113].

Pomoci in situ hybridizace byl u potkana studovdn prenatalni vyvoj mozku
z hlediska exprese obou 11HSD. Hladina 11HSD2 mRNA je vysoka v rliznych oblastech
mozku v 2. tfetin€ gestace a jeji exprese dramaticky klesa s vyjimkou thalamu a mozedku
v pritbéhu 3. tretiny gestace. Se zménami mRNA korelovala 1 aktivita 11HSD?2 v tkanovém
homogenatu. Naproti tomu 11HSD1 mRNA nebyla zaznamenana az do posledni tietiny
gestace. NADP"-dependentni dehydrogenace byla velmi nizkda a NADPH-dependentni
redukce nebyla vibec zaznamenana (studovano po dnech od 12. dne gestace). GR se
zaCina objevovat v 2. tfetiné gestace, zatimco MR se objevuje az pred porodem. Vysoka
hladina 11HSD2 by tak mohla chranit vyvijejici se mozkovou tkan pred aktivaci GR
glukokortikoidy [115].

2.6.4.7. Reprodukcni systém
2.6.4.7.1. Samci reprodukcni systém

Glukokortikoidy vykazuji mnoho ucink( na intersticidlni Leydigovy bunky (Lb)
varlete. Jedna se o prfimou inhibici biosyntézy testosteronu, potlaceni exprese receptorli pro
luteinizaéni hormon (LH) a indukci apoptosy Lb [116-118]. V roce 1989 byla vLb
potkana potvrzena pritomnost 11HSDI1, kterd zmiriuje inhibici biosyntézy testosteronu
pfeménou kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron [118, 119]. Otazka je, zda viibec
mize 11HSD1 in vivo fungovat jako oxidasa a tuto funkci zajiStovat. V in vitro studiich
lze zaznamenat jak oxidasovou tak 1 reduktasovou aktivitu, coZ zfejm¢ zavisi na
podminkach péstovani bunék v primarni kultufe (pritomnost glukosy, médium, doba
inkubace) a staii potkana. 11p-reduktasové aktivita pfevlada u nediferencovanych Lb (21.
a 35. den po narozeni), zatimco u diferencovanych Lb (stafi 90 dni) pfevliada 11-oxidasova
aktivita [39, 120]. Navic, kromé& 11HSDI jejiz exprese roste se stupném diferenciace Lb, je
zde zfejmé piitomny dalsi NADP -dependentni enzym, ktery ma Ky pro kortikosteron
42 nM a katalyzuje prevazn¢ dehydrogenaci a mohl by tuto funkci zastavat. Zména
z prevladajici reduktasové aktivity na oxidasovou aktivitu béhem vyvoje muize hrat roli ve

zvysené syntéze testosteronu v puberté [58].
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Expresi mRNA 11HSDI1 indukoval ve tfidenni priméami kultufe Lb jak LH tak i
epidermalni riistovy faktor (EGF). EGF zvysil i 11-oxo reduktasovou aktivitu [121].

Aktivita 11HSD byla také prokazédna wvespermiich a dalSich bunéénych
komponentach lidského spermatu. Ve spermatu byla prokazand oxidasova i reduktasova
aktivita a samotné spermie pfeménuji kortisol a kortikosteron v pfitomnosti NAD" i
NADP" na kortison a 11-dehydrokortikosteron. Byla prok4zéana souvislost mezi aktivitou
11HSD a poctem, ptipadné morfologii, spermii ve spermatu. VyS3i oxidasova aktivita je
spojena s vysokym poétem morfologicky abnormalnich spermii a obecné€ s nizsim podtem
spermii ve spermatu. Tato korelace naznacuje dilezitou roli glukokortikoidd a tim i

1 THSD béhem jejich maturace [122].

2.6.4.7.2. Samici reprodukcni systém
2.6.4.7.2.1. Vajecnik

Glukokortikoidy v ovaridlnich bunikach (granulosové luteinizaéni buiiky) stejné
jako u Leydigovych inhibuji plsobeni gonadotropinu a biosyntézu steroidd [123].
Kortikosteroidy hraji také roli v regulaci akumulace folikulami tekutiny béhem zvétSovani
antralniho folikulu [39] a jejich u¢inek muze byt ovlivnén jak 11HSDI tak 1 11HSD2,
které jsou vovariu exprimovany. Granulosové builkky nezralych folikuld exprimuji
prevazné 11HSD2, zatimco luteinizaéni granulosové bunky exprimuji pfevazné 11HSDI1
[124, 125]. To svédci o zménach v expresi obou isoenzymi béhem ovariadlniho cyklu. Na
zadatku ovarialniho cyklu je ve folikulamich butikach exprimovana ptfevazné 11HSD2
spolu s mineralokortikoidnim receptorem. V dob& ovulace dochazi ke zmeéné a
v luteinizaénich granulosovych buiikach se objevuje 11HSD1 spolu s glukokortikoidnim
receptorem. K tomuto presmyku mize dojit z nékolika pticin. Prvni pohlizi na ovulaci jako
na zanétlivy proces, ktery je charakterizivan zvySenou syntézou prostaglandinii a
prozanétlivych cytokinl. Tyto cytokiny, jako je IL-1f3, spolu s luteinizaénim hormonem
jsou schopny zvysit expresi 11HSDI. Diky zvySené reduktasové aktivit¢ 11HSDI1 je
mozné zvysit lokalni koncentraci glukokortikoidli s protizanétlivymi ucinky, a tak
regulovat zanétlivy proces. Dalsi pfi¢ina tohoto pfesmyku by mohla byt dana pohlavnimi
hormony. Konkrétné, expresi 1 1HSD2 potencovaly estrogeny, zatimco progesteron expresi
potlacoval. Progesteron navic indukoval expresi 1 1HSD1 [39].

11HSDI byla také prokazana primo v lidském oocytu 1 oocytu potkana [126, 127].
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2.6.4.7.2.2. Déloha

V déloze potkana jsou exprimovany obé isoformy 11HSD, které kontroluji pfistup
glukokortikoidi ke glukokortikoidnim spise neZ k mineralokortikoidnim receptorim.
Exprese obou 11HSD se méni se zmé€nou syntézy progesteronu a estradiolu, kterymi jsou
regulované [128]. 11HSDI1 je fizena pfimo u¢inky estradiolu a nepfimo pres IGF-1 [129].
Hladinu mRNA 11HSD1 v dé€loze zvySuje 1 gonadotropni hormon [130].

Pfes nizkou oxidasovou aktivitu béhem gravidity, kterd je pravdépodobng
zplUsobena kompetitivni inhibici progesteronem, lze u potkanli pozorovat v myometriu
uréité¢ zmeény. Hladina mRNA a proteinu pro 1 1HSD2 vyrazné stoupa od 10. dne biezosti,
maxima dosahuje 16. den a kles4d béhem 24 hod po porodu [131]. Také hladina 11HSD]
prodélava vyvojové zmény. 11-oxoreduktasova aktivita postupné stoupd a je vyrazné
indukovana 22. den bfezosti, tedy jeden den pred porodem [132]. V myometriu celkové
dochéazi ke zmén€ z inaktivace na regeneraci glukokortikoidi, coZz mizZe pomahat pii

porodu, jelikoz glukokortikoidy ovliviuji kontraktilitu myometria [39].

2.6.4.7.2.3. Placenta
Bylo prokazano, Ze v placenté jsou exprimovany obé isoformy 11HSD a to u
Cloveka, paviana [16], potkana [17], mySi [133] a ovce [134]. Enzymova aktivita 1 1THSD
byla méfena 1 v placent€ prasete [135].
Placenta je slozena z mnoha €asti a vrstev a jeji usporadani je typické pro dany

druh. Sklada se z tzv. bazalni a labyrintové zény. Pro transport latek z materské krve do

~rwr
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IIHSDI1 12 u ¢lovéka 1 paviana [16].

Obecné se predpoklada, ze 11HSD2 je v placenté jediny enzym, ktery zabranuje
pfestupu glukokortikoidi z téla matky do plodu. Pfi jednoduché perfizi lidské placenty byl
kortisol metabolizovan pouze na kortison a Zadny dal$i metabolit nebyl zaznamenan [136].
Pii opakované perfuzi byly pomoci hmotnostniho detektoru zaznamenany ovsem 1 20a- a
20B-dihydro derivaty kortisolu 1 kortisonu. Pfevladajici metabolit byl ale kortison [137].
K nalezu téchto 20-dihydro derivatd ptispéla uréité pouzita koncentrace kortisolu
vperfliznim  roztoku (v pM  rozsahu), kterd dosahuje Ky obou  20-

hydroxysteroiddehydrogenas [138-141]. Také si je tfeba uvédomit, Ze v tomto procesu
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muze mit 1 ur€itou roli 11HSDI, nebot’ zda ptisobi jako oxidasa ¢i reduktasa zalezi na
lokalnich podminkach.

11HSDI1 1 2 prodélava béhem vyvoje placenty vyznamné vyvojové zmény. U
paviana dochazi k naristu mRNA pro oba isoenzymy a k naristu hladiny proteinu
I1HSD1 v prabéhu gestace [142]. Narozdil od paviana se u mysi hladina 11HSD2 mRNA
b&hem vyvoje sniZzuje a tésné pred porodem je téméf nemétitelna, 11HSD1 mRNA nartista
[133]. U potkana byly méfeny hladiny mRNA oddélen¢ v bazalni a labyrintové zoné
placenty. V labyrintové zoné dochézi k naristu mRNA pro 11HSDI, zatimco hladina
mRNA pro 1 1HSD2 vyvojem klesa (méfeno 16. a 22. den brezosti, celkova délka gestace
23 dni). Hladina mRNA pro 11HSD2 naopak narlistd v bazalni z6n€ [143]. U mordete se
hladina mRNA pro 11HSD2 a 11B-dehydrogenasova aktivita s postupnym stupném
bfezosti snizuje, mRNA pro 11HSDI nebyla pomoci ,northern blottingu® detekovana
vibec [144].

Zmény v expresi a aktivit¢ obou 11HSD jsou hormondlné regulované. 11HSD2
v placent€ pavidna je indukovatelna estrogeny. Naproti tomu v kultufe trofoblastu lidské
placenty (pfitomna pfevazné 11HSD2) a chorionu (pouze 11HSDI1) z konce gestace
inhiboval estradiol 1 progesteron aktivitu [1HSD2, zatimco na reduktasovou aktivitu
11HSDI nemély tyto hormony vliv. Progesteron sniZil 1 hladinu mRNA [1HSD2 [145].
Stejné tak NO snizil aktivitu 1 hladinu mRNA 11HSD2 a nemél zadny vliv na 11HSDI.
NO ptisobi ziejmé nejen pies cGMP, ale 1 pres dal$i alternativni cesty [146]. Expresi
mRNA 11HSD2 v trofoblastu lidské placenty vyrazné snizily také katecholaminy jako je
adrenalin a noradrenalin. Toto sniZeni je zprostfedkovano pfes o- a op- adrenergni
receptory a nikoliv pres B-adrenergni receptory. ZvySeni hladiny matetskych ¢i fetalnich
katecholamind miZe vést k sniZzeni placentarni bariéry pro glukokortikoidy a zvySenému
vystaveni plodu materskym glukokortikoidim [147].

Aktivitu 11HSD2 ovliviwji i derivaty kyseliny arachidonové. V JEG-3 burikach
(lidské buiiky choriokarcinomu, model placentarniho trofoblastu) jak prostaglandin E; tak 1
F,o a leukotrien By snizil aktivitu tohoto isoenzymu. VSechny tfi latky inhibovaly pouze
aktivitu a nikoliv samotnou expresi mRNA, coZz dokazuje regulaci na urovni proteinu
[148]. Toto zvySovani hladiny glukokortikoidi diky inhibici 11HSD2 hraje ziejmé
vyznamnou Ulohu na konci bfezosti pii vyvolani kontrakci myometria. Oba prostaglandiny
zvySuji hladinu glukokortikoidi a ty pak zpétn€ potencuji samotnou syntézu

prostaglandind, potlacuji aktivitu 1 1HSD2 a potencuji aktivitu 11HSD1 [39].
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Tyto a dalsi prace ukazuji na funkci 1 1HSD2 jako na glukokortikoidni bariéru mezi
matkou a plodem. Nadmémé vystaveni plodu glukokortikoiddm miZze mit negativni vliv
na jeho vyvin (kap. 2.6.5.5). Otazkou zlstava, jakou roli hraje v placenté isoenzym 1.
V pripadg, ze in vivo funguje jako oxidasa, mohl by se podilet na pfeméné glukokortikoidi
na mén¢ aktivni 1l-oxo derivaty a pusobit jako transplacentarni bariéra stejné jako
11HSD2. Jako reduktasa by pak mohl lokalné zvySovat hladinu glukokortikoida [149].
V placenté jsou exprimovany jak glukokortikoidni (v bazalni i labyrintové zoné placenty),
tak 1 mineralokortikoidni (v labyrintové zon€) receptory, které jsou nezbytné pro pienos
signalu [17, 150, 151]. JelikoZ je bazalni zéna placenty hlavnim mistem endokrinnich
funkei a 1THSDI 1 2 jsou v této zén€ exprimovany, mohou mit oba enzymy vliv na

ochranu GR a modulaci glukokortikoidniho signalu [149].

2.6.4.7.2.4. Mlécna zZldaza
Aktivita 11HSD byla prokazana v tukovych 1 epitelidlnich buiikach mlécné Zlazy
potkana. Zde tak mize regulovat produkci mléka a syntézu jeho proteint [152, 153]. In
vitro studie na bunkach prsniho karcinomu (MCF-7 a ZR-75-1) ukazuje spi$e pfitomnost
11HSD2, ktera metabolizuje glukokortikoidy na 11-oxo derivaty a sniZuje tak jejich

antiproliferacni vlastnosti [154].

2.6.4.8. Oko

Lidské oko je také jednim z cilovych organd pro plsobeni steroidnich hormont
véetné glukokortikoidd. Jejich pisobeni bylo prokazano v patogenezi oénich chorob véetné
glaukomu, ktery je zptsoben zvySenim nitrooéniho tlaku. Jiz dfive bylo pozorovano, Ze
podani exogennich glukokortikoidd vyvolava zvySeni tohoto tlaku sniZenim lehkosti
odtoku komorové tekutiny [155].

Nitrooéni tlak je obecné udrzovan rovnovahou mezi produkci komorové tekutiny,
ktera je zavisla na transportu Na' pies dvojvrstvy fasnaty epitel a drenazi prevazné
trabekularni sitovinou. Sekrece komorovée tekutiny je zavisla na mnoha faktorech véetné
Na'/K'-ATPasy, kterdA je v mineralokortikoidné cilovych tkanich regulovana
kortikosteroidy [156].

U ¢loveéka byla na urovni mRNA (in situ hybridizace) 11HSD1 1 2 prokazana
v nepigmentovém fasnatém epitelu (NRE), v trabekularni sitoving (TbS), v anteriornim

epitelu ¢ocky (EC) a v epitelu (EpR) a endotelu (EnR) rohovky. Exprese 11HSD1 spolu s
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GR byla vyssi v NRE, TbS, EC a EpR. Exprese 1 1HSD2 spolu s MR byla vysoka pouze
v NRE a EpR. U potkana se oba isoenzymy nachézi spolu s MR a GR v ¢oéce, NRE a TbS
a 11HSD2 navic v EpR a EnR [157, 158].

Jak se ukazuje 11HSDI1 1 11HSD2 muze hrat dilezitou roli v regulaci transportu
Na" a tedy vovlivnéni nitrooéniho tlaku. Podéni selektivnich inhibitort téchto
dehydrogenas by mohlo pfinést novy pfistup pti lé€eni pacientd s glaukomem. CBX, tedy
neselektivni inhibitor, podadvany pacientim se zvySenym nitroo¢nim tlakem vedl ke sniZeni
tlaku o 10 %. Tento pokles byl také doprovazen i zmé€nami ve sloZeni metabolita kortisolu

v moci [159].

2.6.4.9. Plice

11THSDI 1 11HSD2 je mozné detekovat v tkanovém homogenatu plic potkana od
21. dne gestace. Jejich aktivity se dale zvySuji (mé€feno do 7. tydne po narozeni), ale
aktivita isoenzymu 2 je mnohem mens$i neZ aktivita isoenzymu 1 [160, 161]. Pomoci
imunohistochemie a RT-PCR bylo prokéazano, ze 11HSD1 1 11HSD2 (11HSD2 pouze
pomoci RT-PCR) jsou exprimovany piimo v alveolarnich epitelovych burnkach typu II
[160, 162].

PrevaZzujici reduktasova aktivita a tim 1 narust lokalni koncentrace glukokortikoidi
béhem vyvoje miiZze mit vliv na samotny vyvoj a maturaci plic. Na konci gestace hraji
glukokortikoidy v alveolarnich bunkach typu II dlleZitou roli v modulaci syntézy
fosfatidylcholinu a proteinii plicniho surfaktantu. Fosfatidylcholin sniZuje povrchoveé pnuti
alveolarni stény, zabrafuje atelektase a hraje roli nejen v normalnim vyvoji plic, ale 1 pifi
udrZeni normalni struktury alveol. Plicni surfaktant je nezbytny v obraném systému po
narozeni [163].

Epitel alveol musi mit také dobré absorpéni vlastnosti kviili zachovani prostoru pro
vyménu plyni. V této absorpci je zapojen Na® kanal a Na'/K'-ATPasa, které jsou fizeny
také glukokortikoidy a mineralokortikoidy [162, 164, 165]. Tento proces muZe byt

teoreticky ovlivnén obéma isoenzymy.

2.6.4.10. Kost
Jednim z klinickych znakl u pacienti s Cushingovym syndromem a pacientl
léCenych glukokortikoidy je vznik osteopordzy a tim zvySené riziko vzniku zlomenin. In

. - v s v w a v . s + rw s v .
vivo je to &astedné zplsobeno nepiimymi udinky na homeostasu Ca’ (sniZzeni strevni
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resorpce, indukce Ca’" exkrece) a na syntézu faktord pro rust kosti. /n vitro ovliviiuji
glukokortikoidy pfimo 1 neptimo proliferaci a diferenciaci osteoklastii 1 osteoblasti [166,
167].

Teprve na konci dvacatého stoleti byla popsana pritomnost 11p-dehydrogenasové
aktivity v kostnich burnikach a to v lidské bunécné linii osteosarkomu [168]. Dalsi analyza
mRNA a enzymové¢ kinetiky potvrdila pfitomnost 11HSD2 v této lidské buné&éné linii a
take v bunkach osteosarkomu potkana [167, 169]. 11HSD2 je exprimovana 1 v
osteoblastech fetu [170]. Pomoci imunohistochemie a in situ hybridizace byla pozdgji
prokazana ptitomnost 1 1soenzymu 1 11HSD a to v lidskych osteoblastech 1 osteoklastech
[171]. Pomoci primarnich kultur bylo zji§téno, Ze aktivita | ITHSD! roste s v€kem a mize
tudiz hrat roli v patogenezi glukokortikoidy indukované osteoporozy u starSich lidi. Navic
aktivita 11HSDI byla stimulovana prozanétlivymi cytokiny jako je IL-1 a TNF-a,
zatimco 1 1HSD2 byla inhibovéna [101]. Tyto cytokiny tak mohou zvySovat citlivost kostni
tkan€ k u€inklim glukokortikoidi a predstavovat také jeden z mechanisml pfispivajici

k induket osteoporozy.

2.6.4.11. Pankreas

V ostriivkach pankreatu mysi 1 hidi je exprimovana 11HSDI, kterda v intaktnich
bunikach katalyzuje redukci 11-dehydrokortikosteronu. Funkce enzymu je pfipisovana
vlivu na uvoliovani insulinu z B-bunék pankreatu. U mysi vedla inkubace ostriivkil s 11-
dehydrokortikosteronem k inhibici uvolnovani insulinu, které bylo pomoci CBX opét
zvySeno [172]. CBX tak zfejmé€ inhiboval 11HSDI1, kterd nemohla konvertovat 11-
dehydrokortikosteron na kortikosteron. Z této a dalsich praci je ztejmé, Ze glukokortikoidy
pusobi primo na uvoliiovani insulinu, coz mize hrat velmi vyznamnou roli pi1 Cushingové
syndromu ¢1 diabetu mellitu. U obéznich diabetickych potkant ZDF (,,Zucker Diabetic
Fatty Rats*) je v ostriivkach exprese 1 ITHSD1 zvySena, zatimco u prediabetickych nikoliv.
S tim koreluje i enzymova aktivita. Troglitazon, latka, kterd se pouZziva k léceni insulinové
rezistence, zabranila u prediabetickych potkant ZDF dal§imu ristu plazmatické hladiny

glukosy, triglyceridl a v ostriivkach pankreatu hladiny mRNA 11HSDI1 [173].
2.6.4.12. Tukova tkan

Glukokortikoidy jsou jednim z faktord ovliviiujici mnozstvi bunék v tukové tkani.

Reguluji celou fadu metabolickych procesii, které se tam odehrdvaji a navic podporuyji
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diferenciaci preadipocytl ve vyzralé adipocyty a inhibuji proliferaci bunék stromatu [174-
176]. Ve zralych adipocytech glukokortikoidy reguluji expresi mnoha gent véetné leptinu
[177], PPAR (,,peroxisome proliferator-activated receptor®) [178], lipoproteinové lipasy
[179], hormon-sensitivni lipasy [180] a tim pfispivaji k zvySenému uvolfiovani volnych
mastnych kyselin a glycerolu do krevniho tecdisté.

U¢inek glukokortikoidt miize modulovat 11HSDI, ktera je v tukové tkéni
exprimovana (pfevazné v bunkach stromatu a preadipocytil), a kterd mizZe jejich hladinu
lokalné zvySovat [18, 181]. Tim mlze 11HSDI1 hrat velmi vyznamnou roli v patogenezi
vzniku obezity a insulinové rezistence (diabetes mellitus II. typu) (kap. 2.6.5.1). Zda se
také, ze v jednotlivych tukovych tkéanich neni kortikosteroidni metabolismus stejny.
Aktivita 11THSD1 je napf. vyssi v omentalni ve srovnanim se subkutanni tukovou tkani
[181].

11THSD1 miZe byt snizena dietou s vysokym obsahem tuku [182] a dal$imi latkami.
V posledni dobé se napf. objevuji prace o vlivu thiazolidinediond, 1é¢iv diabetu mellitu II.
typu, na 11HSD. Ptikladem je rosiglitazon, agonista PPARy receptorti, ktery snizil
schopnost adipocytll metabolisovat kortison na kortisol a snizil hladinu mRNA 11HSDI
[183]. Toto sniZzeni nemusi byt zprostredkovano ptfimo, ale prostfednictvim zanétlivych
cytokinl napt. 1L-13, IL-6 a TNF, jejichz produkci ligandy PPARYy receptorii inhibuji
[184]. Teprve tyto cytokiny mohou modulovat 11HSD1 a ovlivnit tak mnoZstvi tukove

tkanée.

2.6.4.13. Kuze
Lidska kize je také jednou z cilovych tkani pro aldosteron. V potnich zlazach je
ptitomna 11HSD2 preferujici NAD" jako kofaktor, zatimco v pokozce je NADP'-
dependentni 11HSDI1. V pokoZce neni exprimovand |1HSD2. Potni zZlaza je typicka
mineralokortikoidné cilové tkan, ve které 11HSD2 chrani MR ptfed nespravnou vazbou
s glukokortikoidy. MR je exprimovany 1 v keratinocytech pokozky [185, 186]. Cilena
inhibice €1 aktivace jednotlivych isoenzymi by mohla v budoucnu hrat vyznamnou roli pfi

1¢Ebe koznich onemocnéni (kap. 2.6.4.4).
2.6.4.14. Kardiovaskularni systém

2.6.4.14.1. Cévy

Bylo prokazano, Ze glukokortikoidy potencuji vasokonstrikci vyvolanou tadou
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latek jako je noradrenalin a angiotenzin Il [27, 28]. Uéinek glukokortikoidi miize byt
modulovan jak 11HSDI1 vyskytujici se v hladkosvalovych a endotelovych bunkach cév tak
i1 LIHSD?2, jejiz ptritomnost byla prokazana pouze v cévnim endotelu [187]. I1HSDI tak
muze lokalné zvySovat a 1 |HSD2 sniZzovat hladinu glukokortikoidi.

Zrejmé& ob¢ dehydrogenasy hraji roli v procesu ovlivnéni vasokonstrikce. Inkubace
aorty s 11HSD2 ,antisense oligomerem vedla k zvySeni schopnosti kortikosteronu
potencovat konstrikci vyvolanou fenylefrinem (PE). Kromé& toho sniZil tento oligomer
schopnost  aorty  konvertovat  kortikosteron na 1l-dehydrokortikosteron. 11-
dehydrokortikosteron také potencoval kontraktilni odpovéd’ na PE, coz bylo zfejmé
zpiisobeno jeho redukci diky 11HSDI1. Tento vliv byl zmimén inkubaci s [1HSDI
antisense* oligomerem, ktery snizil redukci 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron
[188].

Také kontrakce vyvoland katecholaminy a angiotenzinem II byla v piipadé
inkubace aorty s kortikosteronem a inhibitory 11HSD (CBX, pfipadné 110-
hydroxyprogesteron) vys$$i neZli bez pouZiti inhibitord. Naproti tomu kontrakce
zaznamenana pii inkubaci s 11-dehydrokortikosteronem v pfitomnosti CBX ptipadn& 11-
ketoprogesteronu byla nizsi nezli v pfitomnosti samotného 11-dehydrokortikosteronu. Da
se usoudit, Ze blokovanim dehydrogenasové reakce dochazi k zesileni, zatimco
blokovanim 11-oxo redukce k oslabeni kontraktilni odpovédi [189, 190]. Lze tedy
predpokladat, Zze hypertenze by mohla byt spojena se zménami v aktivité ¢1 exprest 1 THSD
v cévach.

Vliv na 11HSD ma 1 ACTH. V kultufe lidskych endotelovych bunék aorty byl
schopen sniZit expresi a aktivitu 1IHSD2 a tim ovlivnit koncentraci kortisolu. To
naznacuje, ze ACTH muze zvysit krevni tlak nezavisle na produkci glukokortikoidi
v dieni nadledvin [191]. Na hladinu mRNA 11HSD1 v hladkosvalovych butikach cév
potkana mél vliv i insulin, ktery expresi zvy$il a dexametason, ktery ji naopak snizil.
Insulin potlacil 1 pfeménu kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron, dexametason tuto
konverzi zvysil [192]. V lidskych hladkosvalovych butikach aorty zeslabil TL-13 a TNF-a
konverzi kortisolu na kortison a expresi 1 1HSD2. Na druhou stranu tyto cytokiny zvysily

hladinu mRNA 11HSD1 a stimulovaly konverzi kortisonu na kortisol (kap. 2.6.4.4) [100].

2.6.4.14.2. Srdce

Ucinky na srdeéni tkat maji jak glukokortikoidni tak i mineralokortikoidni
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hormony. Glukokortikoidy ovliviiuyi napf. srde¢ni kontraktilitu, expresi atridlniho
natriuretického peptidu a Na'/K'-ATPasy [193, 194]. Aldosteron zvySuje aktivitu
Na'/K'/2CI" kotransportu, &im# zvy$uje tok Na' do buiky a stimuluje Na'/K'-ATPasu
[195]. Uvazuje se 1 o vlivu aldosteronu na syntézu srde¢niho kolagenu I a III [196, 197],
avsak jiné studie to vyvraci [198-200].

Jak jiz bylo dfive naznaleno, srde¢ni tkan ma schopnost syntézy jak aldosteronu,
tak 1 kortisolu ¢i kortikosteronu. Nelze proto vyloucit, Ze tyto hormony mohou
prostfednictvim pfislu§nych receptord plsobit autokrinné ¢i parakrinné. GR jsou
exprimovany v lidskych 1 potkannich myocytech a fibroblastech [194, 201]. Pfitomnost
MR v myocytech byla prokazana v lidskych biopsiich ze srdce, ovSem zatim nejsou
znamé udaje o endotelialnich butikach a butikach fibroblastii [202]. Stejné jako u ¢lovéka
se MR nachazi v myocytech potkana [201, 203], ale ne ve fibroblastech [201].

Pro zajisténi selektivni vazby aldosteronu na MR v klasickych mineralokortikoidné
cilovych tkanich je nezbytna koexprese MR s 11HSD2. U ¢lovéka byla v srdei prokdzana
ptitomnost obou isoforem 11HSD a to jak mRNA (11HSD2) [29, 194], tak 1 enzymova
aktivita v pritomnosti kofaktoru NAD" (11HSD2) a NADP" (11HSDI1) [29, 204]. Zda se
ale, ze 11HSD2 je v srdci pfitomna v malém mnoZstvi. NevyreSenou otazkou prozatim
zustava, jaké typy bunék tyto dehydrogenasy exprimuji.

V srdei potkana nebyla prokédzana zadna oxidasova aktivita a ani mRNA pro
I IHSD2 in-situ hybridizaci [205] a ribonukleasovou protektivni analyzou [201]. Oproti
tomu Konishi et al. detekovali mRNA 11HSD2 pomoci RT-PCR v realném case v leve
srde¢ni komote [206]. O ptitomnosti 11HSD1 v srdci, ktera piisobi pouze jako reduktasa,
neni pochyb. Jak izolované myocyty tak 1 fibroblasty exprimuji tuto isoformu [201, 207].

Z vySe zminé€ného plyne, Ze MR v srdecnich myocytech mohou, ale nemusi byt
koexprimovany s I LHSD2. MR by tak mohly zprostredkovavat jak mineralokortikoidni tak
1 glukokortikoidni signal. Tento nazor podporuje in vivo studie, kde bylo prokazano, ze
MR v srdei potkana vazi oba kortikosteroidni hormony, aldosteron i kortikosteron [208].
Otazka jesth a jak je zajiSt€na specificita MR pro aldosteron je zatim nevyteSena. Jednou
z mozZnosti by byla lokalizace steroidogenniho systému pfimo u MR [2]. Druhou moZnosti,
ktera je v souasné dob¢ velmi vyzdvihovana do poptedi, je pfipusténi, Ze za normalnich
podminek mize byt MR v kardiomyocytech stale okupovan glukokortikoidem, ktery ho ale
neaktivuje. Souhrou obou i1soenzymii 11HSD by tyto receptory mohly byt vice éi méné

obsazeny glukokortikoidem a aktivovany aldosteronem. K aktivaci MR by mohlo pfipadné
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dojit 1 pfimo glukokortikoidy pifi zmén€ redoxniho stavu bunky (zmény v poméru
NAD"/NADH) [30, 209, 210]. Daldi nevyfesenou otazkou zlstavé zda ptipadna inhibice &i
porucha tohoto enzymu (11HSDI, pfipadné 11HSD2) mize veést ke vzniku hypertrofie
(kap.2.6.5.4).

2.6.5. Vybrané patologické stavy
2.6.5.1. Obezita, metabolicky syndrom

Obezita patfi mezi choroby, které vyznamnou mérou prispivaji k predcasné smrti
pacientl. Je cCasto spojena s dyslipidémii, insulinovou rezistenci, hypertenzi a dal3imi
kardiovaskulamimi chorobami. Tyto viechny ptiznaky jsou souhrnné nazyvany jako tzv.
metabolicky syndrom neboli syndrom ,X“ Podobné ptiznaky jsou asociovany i
s Cushingovym syndromem, ktery je zplsoben nadmémou endogenni produkci
glukokortikoidd ¢i jejich exogennim podavanim. JelikoZ maji obézni pacienti casto
plazmatickou hladinu glukokortikoidd v normé, nemusi byt jejich zvySend tvorba
zpusobena pouze nadledvinami, ale 1 cilovymi tkanémi [211, 212].

Pacienti s idiopatickou obezitou maji aktivitu 11HSDI1 v jatrech sniZzenou, zatimco
v adipocytech zvysenou [213]. Stejné nalezy zrcadloveé odrazi 1 zvifeci model obéznich
ZDF potkani. I zde je aktivita 11HSD1 sniZzena v jatrech a zvySena ve visceralni, ale ne
v subkutanni tukove tkani [214].

Dilezitost 11HSD1 v patogenezi obezity je zfejma nejen z in vitro, ale 1 z in vivo
studii. Nadprodukce 11HSD1 v adipocytech u mysi je asociovéna s obdobnymi pfiznaky
jako pri metabolickém syndromu. Koncentrace kortikosteronu v séru téchto mysi byla
stejnd jako u kontrolnich jedinct. Transgenni my$i mély ovSem vyssi koncentracl
kortikosteronu piimo ve vSech studovanych tukovych tkanich (subkutdnni, abdominalni,
mezenterialni a epididymalni). Zvysena exprese 11HSDI1 je také spojena s vysokou
hladinou plazmatického leptinu;, TNF-o a2 mRNA pro lipoproteinovou lipasu
v adipocytech. Dochazi také k zvysené produkci angiotensinogenu, angiotensinu II a
aldosteronu, coz by mohlo vysvétlit pridruzenou hypertenzi [182, 215, 216].

V kap. 2.6.4.3 byla jiZz zminka o mysich, u kterych vede naopak nadprodukce
IIHSD1 v jatrech také k rozvoji metabolického syndromu, ale bez vzniku obezity [90].
Stejné tak existuji neobézni pacienti, ktefi jsou ovSem tzv. metabolicky obézni a trpi
stejnymi  poruchami jako obézni pacientt (hypertenzi, isulinovou rezistenci a

hypertriglyceridémii) [217].
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Naproti tomu ,knockout™ mysi shomozygotné deletovanou 11HSDI1 jsou
ochranény pfed metabolickymi nasledky obezity. Maji niz§i intracelulami koncentraci
kortikosteronu, nizsi hladinu triglyceridi, vyssi hladinu HDL-cholesterolu v séru a jsou
rezistentni vii¢i vzniku hyperglykémie zpisobené stresem. Tyto mysi reaguji na snizeny
piijem potravy mensi indukci fosfoenolpyruvatkarboxykinasy a glukosa-6-fosfatasy [42] a
pri diet€ s vysokym obsahem tuku jsou ochranény pred vahovym piiristkem [182].

K Ié¢eni insulinové rezistence, kterd je casto doprovazena obezitou, se zatim
pouzivajf peroralni antidiabetika véetné thiazolidinedionti. Do této skupiny patii jiz diive
zminény troglitazon (kap.2.6.4.11) a rosiglitazon (kap. 2.6.4.12), ktery ma inhibiéni uéinek
na 11HSDI. U obéznich potkanl zlepSuje insulinovou citlivost chirurgické odstranéni
visceralniho tuku [218].

Zda se tedy, Ze 11HSDI hraje vyznamnou tlohu pfi vzniku obezity a jeji cilena

inhibice by mohla pfispét pti jejim 1éceni [181, 182].

2.6.5.2. Hypertenze, zdanlivy mineralokortikoidni nadbytek

U pacientll s nizkou aktivitou 1 THSD2 dochazi asi k nejznaméj$imu onemocnéni k
tzv. zdanlivému mineralokortikoidnimu nadbytku (AME), vedoucimu ke zvySeni resorbce
Na’, hypokalemii a nasledn¢ k hypertenzi [219]. Pti AME jsou hladiny vSech znamych
mineralokortikoidl nizké [220, 221]. K pfiznakim AME mize dojit 1 inhibici [ THSD
lekofici. Hlavni soucasti lékorice je glycyrrhetinova kyselina inhibujici 11HSD v
1zolovanych mikrosomech z ledviny [222]. Tato l€koficové intoxikace je ovSem od AME
odlisna - je vratna.

Syndrom AME se projevuje hypertenzi v détském véku, hypokalémii a nizkou
aktivitou reninu v plazmé. Ackoliv prvni pacient s podobnymi klinickymi priznaky jako
AME byl popsan v r.1974, biochemicky popis této choroby byl zvetejnén o tfi roky pozdéji
(223, 224]. U tiileté indianské divky byly prokazany klasické znaky mineralokortikoidniho
nadbytku s nizkou sekreci aldosteronu i po nizkosolné dieté. Podani ACTH nezvysilo
syntézu aldosteronu, ale pouze zhorSilo hypertenzi a hypokalemii. Navic nebyly
zaznamenany zadné hromadici se prekurzory aldosteronu [223]. Tento stav tehdy
neodpovidal Zadnému znamému syndromu. O dva roky pozdéji bylo zji§téno, Ze pacienti
maji pozménény metabolismus kortisolu a vylu¢uji mensi mnozstvi jeho 11-oxo derivatu
(kortisonu) moci. Poprvé bylo také navrieno, Ze se jedna o poruchu v 11B-

oxidoreduktasovém systému a tehdy byl tento syndrom ziejmé poprveé nazvan syndromem
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zdanliveho mineralokortikoidniho nadbytku [220].

Komplikace hypertenze zahrnuje cerebrovaskularni pfihody a nékolik pacientd
umfelo jiZz béhem détstvi nebo dospivani. Do roku 1999 bylo charakterizovano 30 pacient
s AME [7], vroce 2001 uz 60 [224]. Existujici pfipady asymptomatickych rodi¢i a jejich
déti s AME naznacuji, Ze AME je autosomaln€ recesivni genetickd porucha [219].
VétSinou se jedna o homozygotni formu, 1 kdyZz byla popsana 1 heterozygotni forma, u
které ob¢ alely koduji enzym bez enzymové aktivity, Stale pribyvaji nové popsané mutace
v genu pro 11HSD2 a kromé vice nez tficeti mutaci byla jako posledni popsana mutace
vedouci k zaméné kyseliny asparagoveé v pozici 223 za asparagin (D223N) na exonu 4 a
delece tfi nukleotidii na exonu 5 znamenajici ztratu tyrosinu v pozici 299 (Y299) (obr.2.6)
[225-227]. Tyto vSechny mutace ovliviiuji nepfiznivé enzymovou aktivitu nebo ,,splicing*
pre-mRNA (mutace v intronu). Jednd se o zmény v ¢tecim ramci pfi translaci, deleci
aminokyselin vcetné¢ dllezit¢cho katalytického mista Tyr a nesmyslné mutace [228].
Syndrom AME se rozdéluje na typ I a typ II. U obou se ale jedna o mutaci genu pro
I1HSD2, a tak se zda, Ze toto déleni je nevhodné [7].
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Obr.2.6. Mutace v genu koédujici 11B-hydroxysteroiddehydrogenasu 2 u
pacientil se syndromem zdanlivého mineralokortikoidniho nadbytku.

Gen obsahujici 5 exont (1-5) je 6,2 kb velky a je lokalizovan na chromozomu
16q22. A, delece; nt, nukleotid; X, stop kodon; v Sedé vybarvenych polich jsou
nov¢ objevené mutace v roce 2003 a 2004. [225-227]
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Nizkosolna dieta nebo blokadda mineralokortikoidnich receptorti spironolaktonem
hypertenzi zlepSuje, kdezto ACTH a kortisol zhorSuje. To naznacuje, Ze se kortisol chova
jako silnéj$i mineralokortikoid neZ v normalnim pripadé. Pacienti s AME maji abnormalni
metabolismus kortisolu. Polo¢as kortisolu v plazmé je prodlouzen z piiblizné 80 min na
120 - 190 min [220]. U pacientl lze sledovat charakteristick€é zmény ve sloZeni metaboliti
kortisolu v mo¢i. Vétsina kortisolu je vyloucena moci jako SB- a Sa-tetrahydrokortisol
(neboli tetrahydrokortisol, THE a allotetrahydrokortisol, allo-THF). Tetrahydrokortison
(THE) neni vyluCovan vibec nebo pouze v malém mnozstvi diky deficitu 11HSD?2,
katalyzujici konverzi kortisolu na neaktivni derivat kortison. Nicméné I1-redukce je
nenaru$ena. Znaceny kortison podany pacientim s AME je pfeménén na kortisol a dalsi
11B-redukované metabolity. Pomér (THF+allo-THF)/THE se ¢asto zvySuje z 8 na 70 a vic
a oproti zdravym jedinclm neni vylucovan témer Zadny volny kortison. Zdravi jedinci
vyluéuji 2x-3x vice volného kortisonu nezli kortisolu. Casto se objevuje i zvyseny pomér

allo-THEF/THEF, coz naznacuje 1 doprovazejici defekt SB-reduktasy [229, 230].

2.6.5.3. Hypertenze, pohlavni rozdily

Periferni metabolismus glukokortikoid mize hrét roli nejen na urovni ledvin, ale 1
na urovni dalSich organil jak bylo zminé€no v ptredeslych kapitolach. Je dlouho znamo, ze
aktivitu 1 1THSD ovlivauji 1 pohlavni hormony (progesteron, estradiol). Dale je ztejme, Ze
Zeny maji na rozdil od muzi vyssi hladiny téchto hormond. Progesteron 1 estradiol
dosahuji v lutealni fazi ovulaéniho cyklu i 30x resp. 9x vy8si hladiny nezli u muzd [1].
Tyto markantni rozdily mohou mit za néasledek rozdilnou regulaci 11HSD v rliznych
tkanich. Zménéna aktivita pak midZe hrat roli v modulaci kortikosteroidniho signalu a tim 1
v patogenezi hypertenze.

Klinické studie ukazuji, Ze muZi maji oproti Zenam vétsi predispozici k rozvoji
hypertenze. Podobné pohlavné asociované rozdily vregulaci krevniho tlaku byly
prokazany i u nékolika kmend hypertenznich potkanti: spontdnné hypertenzni potkan
(SHR) a Dahlav potkan citlivy k zvySenému ptijmu soli (DS). U obou kment maji samcli
vy$si krevni tlak nez samice [231-234].

V mnoha organech byl popsan sexudlni dimorfismus v metabolismu
glukokortikoidii diky 11HSD. Hladina mRNA jaterni ! 1HSDI je pfiblizn¢ 18x vys§i u

samcl potkana nezli u samic. Oproti tomu hladina ledvinové 11THSDI1 je pouze 1,4x vySsi
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u samcl [235]. NiZsi je naopak aktivita 1IHSD1 u samcl v srdeénich sinich, vyssi pak
v srde€nich komorach [207]. Exprese | IHSD2 v tra¢niku a ledviné je také vyssi u mysich
samcl [236].

V soucasné dob€ zistava nevyteSeno, zda existuji pohlavné asociované rozdily
v aktivité 11HSD 1 v dalSich organech a zda rozvoj hypertenze by mohl souviset s témito

rozdily.

2.6.5.4. Srdecni hypertrofie a fibroza
Je znamo, ze hypertrofie levé srdeéni komory vyrazné piispiva ke vzniku srde¢nich
chorob (napft. infarkt myokardu) a nasledné ke smrti pacientt [2, 237, 238]. V rozvoji
hypertrofie srdce by mohla hrat urcitou roli 1 I1HSD, jelikoz bylo prokazano, Ze
nadprodukce [ 1HSD2 v kardiomyocytech transgennich mysi je spojena prave s hypertrofii
a fibrozou srdce. Tyto transgenni mys$i mély normalni krevni tlak, ale na druhou stranu
byla u nich spontann€ vytvotena srde¢ni hypertrofie a fibrdéza. Mysi pred¢asn€ umiraly
mezi 4.-6. m&sicem vE&ku na srde¢ni selhani. Vysvétleni je davano do spojitosti s 1 IHSD?2,
ktera ve zvysené mife konvertuje kortikosteron na 11-dehydrokortikosteron a umoznuje tak
aldosteronu vyraznéji aktivovat MR. Podani eplerenonu, selektivniho blokatoru receptoru
pro aldosteron, stav t€chto mysi zlepSilo [210].
Také nedavné klinické studie (RALES a EPHESUS) ukazaly, Ze zvySena aktivace
MR vsrder vede ksrdecnimu selhani. Zjistilo se, Ze podanim antagonisti MR
(spironolaktonu) ke standartni 16¢b€ znacné zvysuje pieziti (mortalita snizena o 30 %) a
zkracuje hospitalizaci pacientt (aZ o 35 %) [209].
Je tedy zicjmé, ze at’ jiz 1 THSDI, ktera zvySuje hladinu glukokortikoidd a tim davé
moznost vzniku neaktivniho komplexu MR-glukokortikoid, nebo 11HSD?2, kterd hladinu

glukokortikoidd naopak snizuje, hraji v srdci nezastupitelnou roli.

2.6.5.5. Vliiv prenatdlni poruchy 1 f-hydroxysteroiddehydrogenasy v placenté
Epidemiologické studie z riznych populaci nazna¢uji, Ze nizkéa porodni véha a vetsi
placenta muze byt jednim z rizikovych faktorti pro vznik kardiovaskularnich chorob véetné
hypertenze v dospélosti [239-241].
Posledni dobou se zaind uvazovat 1 o moznych poruchach placentarni 11HSD
vedoucich k esencialni hypertenzi. Uvazuje se jiZ o prenatalnim pisobeni matetskych

glukokortikoidnich hormont na plod [150]. Za normalnich podminek ma plod niZsi
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hladinu glukokortikoidl nez matka. Ke zménam dochazi tésné pred porodem, kdy hladine
fetalniho glukokortikoidu prudce stoupa. U nékterych druhd je pak hladina fetalniho
kortisolu vyssi nezli u matky. Do této skupiny patii napt. krava, ovce, koza a prase, tedy
druhy, u kterych je adrenalni aktivita plodu nezbytna pro porod. Do druhé skupiny, ktera je
charaktcrizovana vyssi hladinou materskych glukokortikoidli v plazmé nezli u plodu 1 pred
porodem, patii napf. morce, my$ a ¢Eloveék [242]. Do jaké miry dochazi k prechodu
matefskych glukokortikoidil do plodu, je zfejmé dano aktivitou 1 1HSD2 v placenté [149].
DuleZitou funkci 11HSD2 v placenté naznacuje také jeji lokalizace (syncytiotrofoblast) na
rozhranni matka-plod.

Neékolik experimentalnich praci naznacuje, Ze zvySené vystaveni plodu matefskym
glukokortikoidiim vede pravé k nizdi porodni vaze a ke zvySenému krevnimu tlaku
v dospélosti, a ze 1 1THSD hraje v placenté dilezitou roli:

1. Podani dexametasonu, glukokortikoidu, ktery je slabé metabolizovan 11HSD,
gravidnim samicim potkana vedlo k niZ3i porodni hmotnosti a k rozvoji hypertenze
v dospélosti [243, 244].

2. Carbenoxolon (CBX), inhibitor steroidnich dehydrogenas, podavany gravidnim
samicim potkana, zplsobil sniZeni porodni vahy o 20 %, zvySeni krevniho tlaku [245] a
zvySeni hladiny glukosy v plazmé v dospélosti potkana [246]. CBX tak moll inhibovat
placentarni 11HSD?2, ale mohl by 1 prochazet placentou a pfimo plsobit na fetalni tkéné.

Prozatim ale nebyla prokakana pfima souvislost mezi hypertenzi a zménami

v expresi &i aktivité placentami 1 THSD2.
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3. CILE
Cilem predkladané prace bylo pfispét kbliZz§Simu porozuméni lokalniho
metabolismu glukokortikoidil a jeho moZnym implikacim v riznych patologickych stavech

(hypertenze, metabolicky syndrom). Byly feSeny nasledujici otazky:

Je vy$$i predispozice ke vzniku hypertenze u samcu _oproti samicim_spojena

s polhilavné asociovanymi rozdily 11 B-hydroxysteroiddehydrogenasy typu 2?

Tento isoenzym je exprimovan v mineralokortikoidné cilovych tkanich, kde chrani
mineralokortikoidni receptory pred pfemirou glukokortikoidfi. V ptipadé€ jeho niZsi aktivity
mazZe dochazet k nadmémé vazbé glukokortikoidnich hormond na mineralokortikoidni
receptory a k vyvolani fale$né mineralokortikoidni odpovédi. V cévach navic
glukokortikoidy, jejichZz hladinu sniZuje pravé 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2
(11HSD2), potencuji vasokonstrikci. Je znamo, Ze u samct dochazi k vyraznéj§imu rozvoji
hypertenze nezli u samic, a Ze u mySsi existuji pohlavni rozdily v aktivité 11HSD2
v traéniku a ledviné. Je tedy zifejmé, Ze zmény v aktivite 11HSD2 by mohly znamenat
odlisnou predispozici ke vzniku hypertenze u samcili oproti samicim. Byla proto studovana
ob¢ pohlavi spontanné€ hypertenzniho potkana (SHR), u kter¢ho krevni tlak roste spontanné
svékem a jako normotenzni kontrola byl studovan kmen Wistar-Kyoto (WKY). Jako
druhy model byl vybran Dahliv potkan cithivy k zvySenému piijmu soli (DS), u kterého
dochazi k zvySeni krevniho tlaku po jejim zvySeném pifijmu. Dahliv potkan rezistentni

k zvySsenému piijmu soli (DR) byl pouZit jako normotenzni kontrola.

Existuji vyvojové zmény obou isoenzymit 11[-hydroxysteroiddehydrogenasy v

placenté potkanu? Maji hypertenzni potkani porménénou placentdirni bariéru pro

glukokortikoidy?

V tvodu této prace bylo ukazano, Ze pro postnatalni vyvoj jedince je velmi dilezité
prenatalni plsobeni glukokortikoidli. Zd4 se, Zze nadméme plsobeni téchto hormoni na
fetalni tkan€ ma negativni vliv na jeho vyvoj v€etné vzniku hypertenze, insulinové
rezistence, atd. Jednim z nejdiileZitéjSich faktord, které brani prestupu glukokortikoidi
z téla matky do plodu je 11HSD2. Tento isoenzym stejné jako 11HSDI1, kterd je také
v placenté exprimovana, prodélava béhem vyvoje placenty uréité zmény v expresi. K

hlub$imu studiu téchto zmén byl vybrani potkani kmene Wistar a to od 13. dne bfezosti.
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Ke studiu souvislosti mezi hypertenzi a placentarni 113-hydroxysteroiddehydrogenasou

bylt pouziti potkani kmene SHR, WKY a DS, DR.

Lze detekovat oba isoenzymy 11G-hydroxysteroiddehyvdrogenasy v srdecni thkani

potkana? Je srdecni hypertrofie béhem hypertenze provdazena zménami obou isoenzymii

11 A-hydroxysteroiddehydrogenasy v srdci?

Bylo prokazano, Ze kortikosteroidy hraji roli v procesu remodelace srdce.
V soucasné dobé neni znamo, zda 11HSD2 je vibec vsrdci exprimovana a zda je
remodelace srdce (vznik srdecni fibrozy, hypertrofie) provazena zménami v expresi ¢i
aktivitach obou isoenzymi 1 1HSD. Ke studiu byli vybrani potkani kment SHR a DS, tedy
kmeny, u kterych je hypertenze provazend rozvojem srdecni hypertrofie a jejich

normotenzni kontroly WKY a DR.

Existuji rozdily v metabolismu glukokortikoidii u potkanu, jejichz fenotyp odraii

metabolicky syndrom?

Metabolicky syndrom, ktery je doprovazen hypertenzi, insulinovou rezistenci a
obezitou, prispiva nemalou mérou k predcasné smrti pacientli. Pficiny jeho vzniku jsou
dosud neznamé, avSak posledni dobou se poukazuje na roli 11HSD jako na jednu
z moznych pri¢in. Byly proto studovany ti1 skupiny potkand. Prvni skupinu tvofilt potkani
s normalnim obsahem triglyceridit v plazmé (Wistar) a druhou hypertriglyceridemicky
kmen potkand (HTG), u kterého se projevuje syndrom neobézni isulinova rezistence
(hypertriglyceridémie, isulinova rezistence, hyperinsulinémie, hypertenze). Treti skupinu
predstavovali HTG potkani, u kterych byl tento syndrom jesté vice prohlouben pomoci

fruktosové diety (HTGH+F).
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4. MATERIALY A METODY
4.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a pohlavni rozdily

4.1.1. Pouzita zvirata

Véechna zvitata byly ziskana z chovu Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské
republiky. Na pokusy zaméfené na pohlavni rozdily byli pouziti dospéli (vék 90-115 dni)
samcl a samice potkana kmene SHR (spontdnné hypertenzni potkan). Jako normotenzni
kontrola byl pouzit kmen Wistar-Kyoto (WKY). Dale byl pouzit Dahliv potkan citlivy
(DS; SS/r) a rezistentni (DR; SR/Jr) k zvySenému prijmu soli. SHR a WKY potkani byly
chovéni na standartni dieté. Dahlovi potkani byly drzeni 10 tydnd na nizkosolné dieté
(0,2 % NaCl) a 6 tydna pred dekapitaci byli prevedeni na dietu s vysokym obsahem soli
(8 % NaCl) (DS-HS, DR-HS). VSechna zvirata méla volny pfistup k vodé. Krevni tlak byl
méten primou punkeci krkavice za pouZiti etherové anestezie. Po dekapitaci byly vyjmuté

organy okam?zité pouzity na méfeni enzymove aktivity.

4.1.2. Pouzité chemikalie

V pokusech byly pouzity nasledujici chemikalie: od firmy Sigma (St. Louis, MO,
USA) B-hydroxybutyrat sodny, TRIS, NAD", BSA a Coomassie brilliant blue; od firmy
Serva (Heidelberg, Némecko) kortikosteron; od firmy Calbiochem (La Jolla, CA, USA)
deoxykortikosteron; od firmy Amersham International (Aylesburg, Velka Britanie) 1,2,6,7-
[*H]-kortikosteron (specificka aktivita ~79 Ci/mmol); od firmy Technoplyn-Linde (Praha,
CR) pneumoxid a Ny; od firmy Merck (Darmstadt, Némecko) methanol Lichrosolv grade.

Ostatni chemikalie byly od firmy Lachema (Bmo, CR) v p.a. kvalité.

4.1.3. Méteni aktivity 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkanovych rezech

11B-oxidasova aktivita v tkaniovych fezech byla stanovena podle dfive popsané
metody [83, 85]. Zvirata byla usmrcena dekapitaci a jednotlivé organy (ledvina, aorta a
traénik) byly vyjmuty, omyty v ledovém fyziologickém roztoku a na ledu odistény od
tukovych a pojivovych tkani. Tra¢nik byl podélné rozstiizen a ocistén navlhéenou
buni¢inou. Ledvina byla rozdélena na kiru a dfen, protoze aktivita v jednotlivych éastech
ledviny se 1igi [7]. Ziletkou byly nafezany tenké fezy, které byly vlozeny do
Erlenmayerovych banek (celkova vaha 100 mg u ledvinove kiiry a diené, 500 mg u aorty a

250 mg v pripad€ trac¢niku) obsahujicich 10 ml inkuba¢niho pufru (Krebs-Ringer), ktery
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mél nasledujici sloZeni (vée mM): 119,0 NaCl; 1,2 CaCly; 1,2 MgCly; 21,0 NaHCOg3; 2,4
K,HPO4; 0,6 KH,PO,4; 10,0 glukosa; 2,5 glutamin; 0,5 B-hydroxybutyrat sodny; 10,0
manitol a byl probublan pneumoxidem (95 % O, 5 % CO;), pH 7,4. Po 20 min
preinkubaci (37°C) v neprody$né uzavienych batikach pod atmosférou pneumoxidu byla
reakce zahdjena pfidanim kortikosteronu (1,45x 10° M) piipadné samotného methanolu. Po
probublani pneumoxidem byly nédoby opét neprodyiné uzavieny. Inkubace probihala
20 min u ledviny, 240 min u aorty a 90 min v ptipadé tracniku pf1 37°C. Po jejim ukondeni
byl pfidan intemni standart 11-deoxykortikosteron (1,45x10° M). Roztok byl zamichan a
banka vlozena do ledove tfisteé (10 min). Inkubaéni médium bylo centrifugovano 10 min
pri 1600xg. Peleta byla pouZita na stanoveni sudiny, steroidy ze supernatantu byly
vyextrahovany (kap. 4.60) a analyzovany pomoci HPLC (kap. 4.7.1). Vysledky byly
vyjadieny v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu vztazeného na mg suché vahy a
hodinu.

Mnozstvi tkané€ a doba inkubace byla stanovena na zakladé predbéZznych pokust.

4.1.4. Meéreni aktivity 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkdflovém homogenétu

Aktivita byla stanovena pomoci dfive popsané metody [14]. Zvifata byla usmrcena
dekapitaci a jednotlive organy (ledvina, aorta a tra¢nik) byly vyjmuty a ocistény jako u
tkanovych tezli. Tkané byly zhomogenizovany na pftistroji Polytron PT 3000 (Kinematica
AG, Svycarsko) v ledovém homogenizaénim pufru (0,2 M sacharosa; 0,01 M TRIS; pH
8,5) za vzniku 10 % homogenati (w/v). Homogenaty byly poté centrifugovany pii 1000xg
po dobu 10 min pii 4°C a v supernatantu byl stanoven protein podle Bradforda (kap.4.5).

Aktivita byla méfena v reakéni smési (celkovy objem 1,04 ml) obsahujici 750 ul
pufru TRIS-KCI (0,05 M TRIS; 0,1 M KCI, pH 8,5), 0 ul nebo 40 ul NAD" (0,01 M) a
250 ul tkanoveého homogenatu (vysledna koncentrace proteinu: ledvina 0,125 mg/ml; aorta
0,5 mg/ml; tranik 1 mg/ml). Reakce byla zahijena po 10 min preinkubact (37°C)
piidanim [*H]-kortikosteronu (vysledna koncentrace 20 nM). Inkubace pii 37°C probihala
10 min v pfipadé ledvin, 150 min u aorty a 30 min u tra¢niku. Reakce byla zastavena
ochlazenim v ledové tfisti a vzorky byly poté 15 min centrifugovany pii 3000xg. Ze
supernatantu byly vyextrahovany steroidy (kap. 4.6) a analyzovény pomoci HPLC (kap.
4.7.2). Vysledky byly vyjadteny v pmol vzniklého [1-dehydrokortikosteronu na mg

proteinu a hodinu.
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Jednotliva méreni byla provedena dvakrat. MnozZstvi proteinu a doba inkubace byla

uréena z pfipravnych pokust.

4.2. 1 1B-hydroxysteroiddehydrogenasa v placenté

4.2.1. Pouzita zvifata

Pro urceni vyvojovych zmén 11HSD v placenté¢ byly pouZity placenty potkana
Wistar (chov FgU AV CR) v 13, 14., 16, 19. a 22. dni bfezosti (D13, D14, D16, D19,
D22). Po dekapitaci byly placenty vyjmuty a zamrazeny do tekutého dusiku pro stanoveni
hladiny mRNA (11THSDI1, 11HSD2) a hladiny proteinu (11HSD?2), pfipadné fixovany
v paraformaldehydu pro imunohistochemické stanoveni (11HSD2). Na pokusy zamétené
na patogenezi hypertenze byly pouZity placenty z 16. a 20. dne btezosti (D16, D20)
z dospélych samic kmene DS a DR a pouze z 20. dne brezosti kmene SHR a WKY (chov
FgU AV CR; vysvétlivky kap. 4.1.1). Dahlovi potkani byly drZeni na dieté s nizkym
obsahem soli (DS-LS, DR-LS), potkani SHR a WKY na standardni dieté. Cast placent byla
okamz¢ pouzita na méreni enzymovych aktivit a ¢ast byla zamrazena do tekutého dusiku
pro méfeni hladiny mRNA (11HSDI1, 11HSD2) a hladiny proteinu (11HSD?2). Vsechna
zvifata méla volny pristup k vodé. Krevni tlak byl méfen ptfimou punkci krkavice za

pouziti ctherové anestezie.

4.2.2. Pouzité chemikalie

Pro méreni enzymovych aktivit byly pouzity chemikalie popsané v kapitole 4.1.2.
1 1-dehydrokortikosteron byl porizen od firmy Sigma (St. Louis, MO, USA).

Pro zjisténi zmén hladiny mRNA 11HSD1 a 11HSD2 v placenté¢ béhem vyvoje
byly pouzity nésledujici chemikélie: od firmy MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Némecko)
Taq DNA-polymerasa a dNTP mix; od firmy Promega (Madison, WI, USA) RQI-
deoxyribonukleasa; od firmy Top-Bio (Praha, CR) agarosa a 6x koncentrovany vkladaci
pufr na elektroforézu; od firmy Roche (Mannheim, Némecko) Fast Start DNA Master
SYBR Green I; od firmy Gibco (v soucasné dobé firma Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
RNaseOUT, oligo-dT primer a M-MLV reverzni transkriptasa. Od firmy VBC-Gcenomics
(Wien, Rakousko) byly pofizeny specifické primery pro 11HSDl (5'=37
GAGTTCAGACCAGAAATGCTCC-forward, TGTGTGATGTGATTGAGAATGAGC-
reverse)  [247], ITHSD2  (5'>3"; CCGGTTGTGACACTGGTTTTG-forward,
GGGGTATGGCATGTCTCCTG-reverse; vybrané pouzZitim poditaového programu
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DNAStar  (DNAStar, Madison, WI, USA)) a pro B-aktin (5" —>37
CCGTAAAGACCTCTATGCCA-forward, AAGAAAGGGTGTAAAACGCA-reverse)
(248]. U pokust zaméfenych na patogenezi hypertenze byl pouZit jiny primer pro ! IHSD2
(S>3 GATGTTCCCCTCGCCTGAA-forward, ATGAGCAGTGCAATAGCTGCC
TTG-reverse) [247] od firmy VBC-Genomics a jiny kit pro kvantifikaci mRNA (RNA
Amplification Kit SYBR Green I od firmy Roche). Ostatni chemikalie byly od firmy
Sigma a potfebny plastovy material od firmy P-Lab (Praha, CR).

Pro kvantifikact 11HSD2 pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a
,western blottingu® byl pouZzit inhibitor proteas Complete Mini od firmy Roche; od firmy
Serva (Heidelberg, Némecko) 30 % (w/v) roztok akrylamidu/bisakrylamidu (37,5:1); od
firmy Pierce (Rockford, IL, USA) chemiluminiscencni substrat SuperSignal west femto a
sekundarni protilatka Rabbit anti-sheep IgG (kat.c. 31441); od firmy Chemicon
International (Temecula, CA, USA) primamni polyklonalni protildtka Sheep anti-rat
1IHSD2 (kat.¢. AB1296); od firmy P-Lab blotovaci papir Whatman 3MM; od firmy Pall
(Ann Arbor, MI, USA) nitrocelulosova membrana. Ostatni chemikalie byly opatieny od
firmy Sigma.

Pro imunohistochemii byly pouZzity tyto chemikalie: od firmy Spolchemie (Praha,
CR) citronan sodny; od firmy Polskie Odczynniki Chemiczne (Gliwice, Polsko) kyselina
ptkrovd; od firmy Sigma paraplast (parafin), BSA, hematoxylin a potkani sérum; od firmy
Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) Vectastain ABC kit; od firmy Dako
(Carpinteria, CA, USA) Dako Liquid DAB+large volume substrate-chromogen solution a
od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko) Eukitt quick-hardening mounting medium. Primarni
protilatka proti 11HSD2 byla stejnéd jako pfii ,,western blottingu*. Sekundami protilatka
Donkey anti-sheep IgG (kat.¢ AB360) byla zakoupena od firmy Binding Site
(Birmingham, Velka Britanie). Ostatni chemikélie byly od firmy Lachema (Bmo, CR).

4.2.3. Meérfeni aktivity 11B3-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkanovych fezech

Aktivita 1 THSD byla méfena obdobné, jak bylo popsano v kapitole 4.1.3. Narezane
tkdnové fezy o hmotnostt 250-300 mg byly inkubovéany v inkubaénim pufru Krebs-Ringer.
V pripadé¢ méfeni oxidasové reakce byl jako substrat pouzit kortikosteron a v pfipadé
métent redukce byl pouzit 11-dehydrokortikosteron, oba v koncentraci 1,45><10'6 M. Po
90 min inkubaci byl ptidan interni standard 11-deoxykortikosteron (1,45x10° M) a reakce

byla zastavena ochlazenim vledové tristi. Po centrifugaci byly ze supernatantu
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vyextrahovany steroidy (kap. 4.6), peleta byla pouZita na stanoveni su$iny a steroidy byly
analyzovany na HPLC (kap. 4.7.1). Vysledky byly vyjadieny jako pmol vzniklého

produktu vztazeného na mg suchée vahy a hodinu.

4.2.4. Mefteni aktivity 113-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkaiovém homogenatu

Aktivita byla stanovena obdobné jak bylo popsano v kap. 4.1.4. Cela placenta
z D20 byla zhomogenizovana v ledovém homogenizaénim pufru za vzniku 10 %
homogenatu. Po centrifugaci pf1 1000xg byl v supernatantu stanoven protein (kap. 4.5).

Aktivita byla méfena v reakéni smési obsahujici 750 pl pufr TRIS-KCI (0,05 M
TRIS; 0,1 M KCI, pH 8,5), 40 ul NAD" (0,01 M) a 250 pl tkanového homogenatu
(vysledna koncentrace proteinu 1 mg/ml). Reakce byla zahdjena po 10 min preinkubaci
pfidanim [JHJ—kon’ikosteronu (vysledna koncentrace 14,5 nM). Po 60 min inkubace byla
reakce zastavena ochlazenim a vzorky byly zcentrifugovany. Ze supernatantu byly
vyextrahovéany steroidy (kap. 4.6), které byly analyzovany pomoci HPLC (kap. 4.7.2).
Vysledky byly vyjddfeny jako mnozstvi vzniklého 11-dehydrokortikosteronu na mg

proteinu a hodinu.

4.2.5. Méfeni hladiny mRNA 1103-hydroxysteroiddehydrogenasy | a 2

4.2.5.1. Izolace RNA-priprava vzorku

Celkova RNA byla vyizolovana pouzitim metody dle Chomczynského [249]
z placent zamrazenych v tekutém dusiku. Cela placenta byla zhomogenizovana v ledovém
denaturaénim roztoku (4 M guadininthiokyanat; 25 mM citrat sodny, pH 7,0; 0,1 M f3-
merkaptoethanol; 0,5 % sarkosyl; 1 ml roztoku na 100 mg tkan€) na Polytronu PT 3000
(Kinematica AG, Svycarsko) pti 13000 ot/min 1 min. Na 1 ml pouzitého denaturaéniho
roztoku bylo k homogenatu pfidano 0,1 ml 2 M acetdtu sodné¢ho, pH 4; 1 ml vodou
saturovaného fenolu a 0,2 ml smési chloroform-isoamylalkohol (49:1). Po protfepani a
15 min inkubace pi1 4°C byl vzorek centrifugovan pti 10000xg, 20 min, 4°C. Supematant
byl pfenesen do Cistych zkumavek a RNA 30 min precipitovana isopropylalkoholem
v poméru 1:1 (supernatant:isopropylalkohol) pfi —20°C. Poté byl vzorek centrifugovan
(10000xg, 20 min, 4°C), peleta (RNA) rozpusténa v 0,4 ml denatura¢niho roztoku a znovu
precipitovana 0,4 ml isopropylalkoholu 30 min pii —20°C. Po opétovné centrifugaci

(10000xg, 10 min, 4°C) byla peleta omyta v 75 % ethanolu a vzorek znovu centrifugovan
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(10000xg, 10 min, 4°C). Supernatant byl odstranén, RNA peleta byla vysuSena pi1 37°C,
rozpusténa ve vode pro injekce a uskladnéna pti —70°C nebo rovnou osetfena DNAsou na
odstranéni DNA ze vzorku.

Odstranéni DNA ze vzorku bylo provedeno RQ1-deoxyribonukleasou dle navodu
dodané¢ho s chemikalii. Po prestipani bylo ke vzorku pfidano jednou tolik smési
fenol:chloroform:isoamylalkoholu (25:24:1), nasledovala centrifugace (10000xg, 10 min,
4°C), pteneseni horni vodné faze s RNA do novych zkumavek a srazeni RNA pfes noc
(-20°C) pomoci 3 M octanu sodného, pH 5,0 a 96 % ethanolu (vzorek:octan:ethanol,
1:0,1:4). Po precipitaci byl vzorek centrifugovan (10000xg, 20 min, 4°C), peleta byla
omyta v 75 % ethanolu a op€t nasledovala centrifugace (10000xg, 20 min, 4°C), vysuseni
pelety, rozpusténi ve vodé na injekce a uskladnéni pri —70°C.

Zda vzorek obsahuje DNA ¢i nikoliv bylo stanoveno pomoci PCR. Reakce byly
provedeny na pristroji PCRcycler-Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Némecko) v celkovém
objemu 25 pl dle navodu dodaného s Taqg DNA-polymerasou. Byl pouzit 3 mM MgCly;
0,1 mM dNTPmix (0,1 mM kazdy nukleotid dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 0,25 uM kazdy
z paru primerd pro B-aktin a nasledujici program: 95°C 2 min; 95°C 40 sec, 60°C 30 sec a
72°C 50 sec, celkem 35x; a 72°C 5 min. Po ochlazeni byl vzorek prestipan ribonukleasouA
20 min pri1 pokojové teploté (dle navodu dodaného s chemikalii). Ke vzorku bylo dale
pridano 5 nl 6x koncentrovaneho vkladaciho pufru na elektroforézu. Celkem 18 ul vzorku
bylo naneseno na 2 % agarosovy gel (1g agarosy povaien v 50 ml TAE pufru) a nasledna
elektroforéza probéhla v TAE pufru s ethidium bromidem (0,1 pg/ml) pti 100 V priblizné
40 min. DNA marker a pfipadné produkty amplifikace byly vyhodnoceny v UV svétle.
V ptipadé, ze v puavodnim vzorku s RNA byla pfitomna 1 DNA byl vzorek znovu prestipan
DNAsou.

Mnozstvi RNA ve vzorku bylo stanoveno absorbanci pfi 260 nm na pfistrojl

Biophotometr (Eppendorf).

4.2.5.2 Kvantitativai dvoukrokova RT-PCR- méreni vyvojovych zmén
Nejprve byla RNA prepsina do ¢cDNA pomoci M-MLV reverzni transkriptasy.
Reakeni smés o celkovém objemu 20 pl méla nasledujici slozeni: 0,5 pg oligo-dT primeru;
reakéni pufr (1x); 0,01 M DTT; 0,5 mM dNTP mix; 40 jednotek RNaseOUT a 200
jednotek M-MLV. Nejprve byla RNA (5 pg) zahiivana s oligo-dT primerem pi1 70°C
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10 min a hned zchlazena v ledové tiisti. Po ochlazeni byly pfidany zbyle chemikalie a cela
reakéni smés byla inkubovana 60 min pi1 37°C. Reakce byla zastavena zahfivanim pfi
95°C po dobu 5 min. Vzorky s cDNA byly 10x natedény a uskladnény pti -20°C.

Pro kvantifikact byl pouzit pristroj LightCycler (Roche, Mannheim, Némecko) a
Fast Start DNA Master Sybr Green [ kit. Reakce byla provedena v celkovém objemu 10 ul
obsahujici | ul nafedéné cDNA; 3 mM (11HSD1), 4 mM (11HSD2) nebo 5 mM (B-aktin)
MgCly; 0,5 uM kazdy z paru primer; reakéni pufr (I1x) a enzym dle navodu dodaného
s kitem. Hladina mRNA byla spocitana na zakladé kalibracnich kiivek, které byly
sestrojeny pro kazdy par primert. Jako standardni ¢cDNA byla pouZita cDNA z ledviny
(rozsah 5x-1000x redéna cDNA pro 11HSDI, 5x-10000x pro 11HSD2 a 5x-100000x pro
B-aktin). K analyze byl pouZit nasledujici program: pocate¢ni denaturace a inkubace 95°C
10 min; amplifikace 95°C 15 sec, 55°C 10 sec (11HSDI1, [B-aktin) nebo 60°C 5 sec
(LTHSD2); 72°C 15 sec (11HSD1, B-aktin) nebo 20 sec (11HSD2) celkem 45x. Teplotni
zména byla nastavena vzdy na 20°C/sec. Fluorescence byla méfena na konci kazdé
elongace. Pro zjiSténi, zda se amplifikoval pouze nami pozadovany fragment, byla hned po
amplifikact provedena rozpoustéci analyza: 95°C 0 sec; 65°C 60 sec (teplotni spad vzdy
20°C/sec) a 99°C 0 sec (teplotni spad 0,1°C/sec). Pri rozpoustéci analyze (pfechod mezi
65°C a 99°C) byla fluorescence mérena kontinualné. V kazdé analyze byl se vzorkem
analyzovan 1 jeden standard na korekci vysledki mezi jednotlivymi analyzami. Po
rozpoustéci analyze byly nahodné vybrané vzorky analyzovéany na elektroforéze (2 %
agarozevy gel) pro zkontrolovani délky nasyntetizovanych fragmentld. Vysledky byly
vypocitany jako pomér 11THSD1/B-aktin a 1 THSD2/-aktin.

Jednotlivé vzorky byly analyzovany dvakrat nebo tfikrat. Koncentrace MgCl, a
primertt byla urcena na zakladé predbéZnych pokusi. To, Ze se jedna o primery, které
ohrani¢uji nami pozadované useky jednotlivych gent, bylo prokazano sekvenaci danych
fragmentil a jejich porovnanim se znamymi sekvencemi z internetovych databazi. Postup a

vysledky nejsou soucasti této dizertaéni prace.

4.2.5.3. Kvantitativni jednokrokova RT-PCR- patogeneze hypertenze
Byl pouzit pristroj LightCycler a RNA Amplification Kit SYBR Green 1. Reakce
byla provedena v celkovém objemu 10 pl obsahujici 50 ng (11HSD1, 11HSD2) nebo 1 ng
(B-aktin) totalni RNA; 7 mM MgCl,; 0,3 uM (11HSD1, 11HSD2) nebo 0,5 uM (B-aktin)
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kazdeého z paru primerd; reakéni pufr a smés enzymid dle navodu dodaného s kitem.
Hladina mRNA z placent byla odectena z kalibracnich kiivek, které byly vytvofeny pro
kazdy par primerQ. Jako standardni RNA byla pouzita totalni RNA z ledviny (rozsah 1-
150 ng pro 11HSD1 a 0,05-150 ng pro 11HSD2 a p-aktin). K analyze byl pouzit
nasledujici program: reverzni transkripce 55°C 20 min; pocate¢ni denaturace 95°C 30 sec;
amplifikace 95°C 1 sec, 55°C 10 sec a 72°C 15 sec celkem 45x. Teplotni zména byla
nastavena vzdy na 20°C/sec kromé elongace pi1 72°C, kdy to bylo 5°C/sec. Na konci
kazdé elongace byla také métena fluorescence. Pro zjisténi, zda se amplifikoval pouze
nami pozadovany fragment, byla hned po amplifikaci provedena rozpoustéci analyza: 95°C
0 sec; 65°C 60 sec (teplotni spad vidy 20°C/sec) a 95°C 0 sec (teplotni spad 0,1°C/sec).
Pf1 rozpoustéci analyze (ptechod mezi 65°C a 95°C) byla fluorescence méfena
kontinualné. Po rozpouStéci analyze nasledovala u nahodné vybranych vzorki
elektroforéza (2 % agarozovy gel) pro kontrolu deélky nasyntetizovaného fragmentu.
Vysledky byly vypocitany jako pomér I IHSD1/B-aktin a 1 1HSD2/B-aktin.

Jednotlivé vzorky byly analyzovany dvakrat nebo ttikrat. Koncentrace MgCl; a
primert byla ur€ena na zakladé pfedbéznych pokust. To, Ze se jedna o primer pro 1 1HSD?2
bylo take prokazano sekvenaci daného fragmentu a jeho porovnanim se znamou sekvenci

z internetové databaze. Postup a vysledky nejsou soucasti této dizertacni prace.

4.2.6. Kvantifikace proteinu 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2

4.2.6.1. Priprava vzorku

Cela placenta byla zhomogenizovana v homogenizaénim pufru (0,25 M sacharosa;
0,1 M TRIS; 0,1 mM MgCl,; pH 8) s pridavkem inhibitoru proteas Complete Mini (30 pl
inhibitoru na 1 ml homogenatu) na ptistroji Polytron PT 3000 (Kinematica AG) za vzniku
10 % homogenati (w/v). Pro pfipravu kalibraéni kiivky a standardu byla misto placenty
pouzita ledvina. Po 60 sec sonikaci (300 W, 20 kHz) (Ultrasonic Processor, Cole Palmer,
Vernon Hills, IL, USA) byl homogenat centrifugovan ptf1 400xg 10 min 4°C. Peleta byla
odstranéna a supernatant byl centrifugovan pii 100000xg 60 min 4°C. Peleta byla
resuspendovana v homogeniza¢nim pufru (500 pl — 700 pl) s pridavkem inhibitoru za
vzniku tzv. partikularni frakce. V supernatantu, ktery byl obohacen o cytosolarni proteiny
(tzv. cytosolarni frakce), 1 v partikulami frakci byl stanoven protein podle Bradforda (kap.

4.5). Obe frakce byly pted dalSim zpracovani zamrazeny pi1 —70°C.
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Partikularni a ¢ast cytosolamich frakei (ndhodny vybér) byly nafedény na urcitou
koncentraclt proteinu (vétSinou 6 mg/ml) homogenizaénim pufrem. Ke vzorkim byl pridan
2x koncentrovany pufr pro pfipravu vzorkl (20 % glycerol; 4 % SDS; 125 mM TRIS
(pH 6,8) a 0,02 % bromfenolova modrf; tésné pted pouzitim byl pfidan f-merkaptoetanol
(40 pl na 1 ml pufru)) v poméru 1:1. Po promichani byly vzorky 3 min povaieny a

uskladnény pti —20°C.

4.2.6.2. Separace bilkovin a , western blotting "
K separaci bilkovin byla pouZita elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a
aparatura Mini-PROTEAN 3 Cell od firmy Bio-Rad (Hercules, CA, USA). 10 % separaéni

a5 % zaostrovaci gel byl pripraven dle tab. I11.

Tab.III Polyakrylamidovy gel

10 % separacni gel 5 % zaostrovaci gel
(ml) (ml)
delonizovana voda 3,95 41
1,5 M TRIS (pH 8,8) 2,5 -
1 M TRIS (pH 6,8) - 0,75
10 % SDS (w/v) 0,1 0,06
smes akrylamidu a bisakrylamidu 3,35 1
TEMED 0,004 0,006
10 % persiran amonny (w/v) 0,1 0,06

Na elektroforézu bylo naneseno 5 pl proteinového markeru, 2x standard (0,7 pg
proteinu) a vzorky z placent. V prfipad¢ partikularnich frakci bylo nanaSeno priblizné
12,6 1ig proteinu a v pripadé cytosolami frakce 20 pg proteinu. Pro zjisténi, zda se
pohybujeme v linearni oblasti signalu, byla sestrojena kalibraéni zavislost v rozsahu 0,5-
0 pg proteinu z partikularni frakce ledviny.

Elcktroforéza probihala pfi 200 V ptiblizné 45 min. Po elektroforéze byl
zaostfovaci gel oddélen a separacni gel byl spolu s filtraénimi papiry a nitrocelulosovou
membranou inkubovan 15 min v pufru pro ,blotting (39 mM glycin; 48 mM TRIS;
0,037 % SDS a 20 % methanol; pH 8,3). Po inkubaci byl vytvoren ,,sendvi¢®, ktery se
skladal z: 6x obycejny filtracni papir, 2x filtraéni papir Whatman, nitrocelulosova
membrana, separacni gel, 2x filtracni papir Whatman a 6x obycejny filtracni papir. Pro
,blotting™ byla pouZita aparatura od firmy Omni-Bio (Brno, CR). Cely pfenos proteinii

z gelu na membranu probihal 2 hod pii 0,83 mA/cm’.

52



Membrana byla po prenosu proteind oplachnuta v pufru ,,B* (5 % Tween v PBS
pufru: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10,1 mM Na,HPOg4; 1,8 mM KH,POy4; pH 7,4) a
15 min inkubovana v Ponceau S (0,1 % Ponceau S; 5 % kyselina octova). Po vizualizaci
proteinti (dikaz, Ze probéhl prenos proteintt z gelu na membranu) byla membrana
odbarvovana v pufru B 10 min, blokovana pufrem ,,A“ 1 hod (5 % odtu¢néné suSené
mléko v pufru B) a dale inkubovana s primarni protilatkou (titr 1:2000; v pufru A) 1 hod
pt1 pokojové teploté a pres noc pi1 4°C. Druhy den byla membrana promyvéana 6x5 min
pufrem A, poté inkubovana se sekundarni protilatkou 1 hod (titr 1:50000) pti pokojové
teploté, opét promyvana 6x-10x 5 min pufrem B a vyhodnocena pomoci Super Signal
West Femto substratu. Chemiluminiscence byla detekovana na systému LAS-1000 (Fuji,
Tokyo, Japonsko) a vyhodnocena pomoci softwaru AIDA (Raytest, Straubenhardt,
Némecko). Pro zjisténi, zda se sekundami protilatka nevaze ptrimo na proteiny z placenty,
byla v predbéZnych pokusech membrana inkubovana nejprve se sekundarmni protilatkou,
vyhodnocena pomoci chemiluminescence a teprve pak nasledovala inkubace s protilatkou
primarni a postup popsany vyse. Vysledky byly vyjadreny jako signal na pug partikularniho
proteinu.

Jednotlivé vzorky byly analyzovany dvakrat nebo ttikrat.

4.2.7. Lokalizace | 1-hvdroxysteroiddehydrogenasy 2 pomoci imunohistochemie

Placenty byly po odebrani fixovany ve 4% paraformaldehydu (4 g
paraformaldehydu rozpusténé v 96 ml PBS pii cca 60°C, po zchladnutt prefiltrovane) pti
4°C po dobu 48-72 hod. Poté byly placenty promyvéany fyziologickym roztokem 1 hod,
odvodnény acetonem (celkem 3 lazné béhem 16 hod) a projasnény xylenem 2x15 min. Po
prosyceni parafinem (2x2 hod) pri 56°C byly vzorky zality do parafinovych blocki.
Histologické tezy (tloustka 5-6 pm) byly krajeny na diskovém mikrotomu Leica DSCI
(Leica Microsystems, Nussloch, Némecko) a preneseny na skli¢ka potazena zelatinou.

Pro samotné imunohistochemické stanoveni byla pouzita metoda neptimé
imunohistochemie. Rezy byly nejprve odparafinovany xylenem 3xS min, nasledovalo
promyti 96 % ethanolem 5 min, 70 % ethanolem také S min a zavodnéni destilovanou
vodou 5 min. Po 15 min blokadé endogennich peroxidas 3 % H,0, (v PBS pufru) byly
fezy oplachnuty destilovanou vodou a povateny v mikrovinné troubé (750 W) v 0,01 M

citratovém pufru (pH 6) 15 min. Po zchladnuti na pokojovou teplotu (cca 20 min) byly
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fezy promyvany 2x5 min v PBS, blokovany 30 min v PBS s piidavkem 10 % sugeného
ml¢ka, inkubovany pfes noc s primarni protilatkou (titr 1:1000 — 1:1500; v PBS s 5 %
BSA) a poté promyvany v PBS 2x5 min. Dale nasledovala inkubace se sekundarni
protilatkou (titr 1:600; v PBS pufru s 5 % BSA a s 2 % potkaniho séra) 1 hod, promyti
2x5 min v PBS, inkubace v roztoku Vectastain ABC kitu (dle navodu dodaného s kitem)
30 min a opét promyvany v PBS 2x5 min. Nasledovala inkubace se substraitem DAB 0,5-
2 min (pod mikroskopem bylo kontrolovano zbarveni) a promyvani v destilované vodé
5 min. Pro dobarveni preparatu byl pouzit roztok hematoxylinu 1-2 sec (4 g hematoxylinu,
0,4 g jodi¢nanu sodného a 35,2 g siranu hlinit¢ho v 710 ml destilované vody + 250 ml
ethylenglykolu + 40 ml kys. octové; pfed pouZitim prefiltrovany a natedény 1:8 — 1:10
destilovanou vodou), nésledovalo promyvani obycejnou vodou [-2 min, oplachnuti
v destilované vodé, oplachnuti v acetonu, odvodiovani nejprve v roztoku aceton-xylen
(1:1) 3 min, poté v roztoku aceton-xylen (1:10) 3 min a v samotném xylenu 3x3 min.
Nakonec byly obarvené prepardty zamontovany do montovaciho média Eukitt a
vyhodnoceny pomoci poc¢itaové analyzy obrazu s vyuZitim mikroskopu Nikon Eclipse
E200 (Nikon, Japonsko), digitalni kamery PixelLINK PL-A642 (Ottawa, Kanada) a
softwaru LUCIA (Laboratory Imaging, Praha, CR). Pro zji§téni nespecifickych interakci
sekundarni protilatky se vzorky byla inkubace s primami protilatkou nahrazena inkubaci

pouze v pufru PBS s 5 % BSA.

4.3. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa v srdci

4.3.1. Pouzitd zvirata

V téchto pokusech byly pouziti samci potkana kmene SHR a WKY (stari 60-64
dni) a oba fenotypy Dahlova potkana (DR, DS) (chov FgU AV CR; vysvétlivky kap.
4.1.1). SHR a WKY potkani byly chovani na standartni dieté. Dahlovi potkani byly drzeni
do 6. tydne viku na nizkosolné dieté (0,2 % NaCl) a poté byly rozdéleni do dvou skupin.
Prvni byla drzena nadéle na dieté s nizkym obsahem soli (0,2 % NaCl; DR-LS, DS-LS) a
druha byla prevedena na dietu s vysokym obsahem soli (8 % NaCl; DR-HS, DS-HS) po
dobu 7 tydnl. VSechna zvirata méla volny pfistup k vodé.

Krevni tlak byl méren pfimou punkei krkavice za pouZiti etherové anestezie.
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4.3.2. Pouzité chemikalie

Na méfeni enzymové aktivity vtkanovém homogenatu byly pouZity stejné
chemikalie popsané jiz v kap. 4.1.2. Od firmy Sigma byl navic potizen kofaktor NADP".
Pro kvantifikaci mRNA byly pouZity stejné chemikalie jako ptfi méfeni vyvojovych zmén

v placenté (kap. 4.2.2).

4.3.3. Mcreni aktivity 113-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkaniovém homogenatu

Aktivita byla stanovena obdobng, jak bylo popsano v kap. 4.1.4. Celé srdce bylo
zhomogenizovano v ledovém homogenizaénim pufru za vzniku 10 % homogenatu. Po
centrifugaci pti 1000xg byl v supernatantu stanoven protein (kap. 4.5).

Aktivita byla méfena v celkovém objemu 1,04 ml a obsahovala: 750 ul pufr TRIS-
KC1 (0,05 M TRIS; 0,1 M KCI, pH 8,5), 0 ul nebo 40 pl kofaktoru NAD" & NADP*
(0,01 M) a 250 pl tkanového homogenatu (vyslednd koncentrace proteinu | mg/ml).
Reakce byla zahdjena po 10 min preinkubaci pfidanim [3H]—kortikosteronu (vysledna
koncentrace 20 nM). Po 90 min inkubaci byla reakce zastavena ochlazenim v ledové tfisti
a vzorky byly zcentrifugovany. Ze supernatantu byly vyextrahovany steroidy (kap. 4.0).
Vysledky byly vyjadieny jako procento konverze kortikosteronu na  11-
dehydrokortikosteron. Z predbéznych pokusi bylo kromé mnozstvi proteinu a doby
inkubace zjiSténo, Ze pri pouZiti uM koncentrace kortikosteronu spblu s kofaktorem

NADP" nebyla zaznamenana 7adna vyznamna aktivita.

4.3.4. Méfeni hladiny mRNA 113-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a2

4.3.4.1. [zolace RNA-pFiprava vzorku
[zolace RNA ze srdce byla provedena guadininthiokyanatovou metodou z celého
srdce popsanou v kap. 4.2.5.1. DNA byla ze vzorku odstranéna pomoci RQ1-DNAsy, coz
bylo nasledné zkontrolovano pomoci PCR. Mnozstvi RNA ve vzorku bylo stanoveno

absorbanci pt1 260 nm na pfistroji Biophotometr. RNA byla uskladnéna pi1 —70°C.

4.3.4.2. Kvantitativni dvoukrokova RT-PCR
Nejprve byla RNA prepséna do ¢cDNA pomoci M-MLV reverzni transkriptasy
stejné jako v piipadé analyzy RNA zplacent (kap. 4.2.5.2). Vzorky s cDNA byly 5x

natredény a uskladnény pti —20°C. Kvantifikace probéhla za stejnych podminek jako pfi
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analyze placent. Jako standardni cDNA byla pouzita cDNA z ledviny nebo z placenty.
Vysledky byly vypocitany jako pomér 11HSD1/B-aktin a 1 1HSD2/B-aktin.

Jednotlivé vzorky byly analyzovany dvakrat nebo tfikrat.

4.4. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a metabolicky syndrom

4.4.1. PouZitad zviiata

Byly pouzity samice Prazského hypertriglyceridemického potkana (inbredni kmen)
z chovu FgU AV CR, které od 2. mésice pily bud obycejnou vodu (HTG) nebo 10 %
roztok fruktosy po dobu 8-10 tydnt (HTG+F). Tito potkani byli vyslechtény Dr. Vranou
v Institutu klinické a experimentalni mediciny z oby¢ejného potkana Wistar (Velaz, CR),
ktery byl pouZit jako jejich normotriglyceridemicka kontrola. Jednotlivé organy (ledvina,
tracnik, srdce, mezenterium, jatra) byly hned pouZity na meéfeni enzymovych aktivit,
mezenteridlni a subkutanni tukova tkan (TM, TS) byla do dalSiho pouziti (stanoveni
hladiny mRNA) uskladnéna v tekutém dusiku. Krevni tlak byl méfen pfimou punkci
krkavice za pouziti etherové anestezie. V séru byla stanovena hladina triglyceridd a

insulinu.

4.4.2. PouZité chemikalie

Na stanoveni hladiny triglyceridi byl pozit BIO-LA-TEST od firmy Lachema
(Bmmo, CR) a na stanoveni insulinu Rat Insulin RIA Kit od firmy Linco (St. Charles, MO,
USA). Pro méfeni enzymovych aktivit byly pouZity chemikalie popsané v kapitole 4.1.2.
Od firmy Serva byl potizen Triton X-100, od firmy Sigma NADP" a kolagenasa (C-0130)
a od firmy Top-Bio (Praha, CR) RNA-Blue. Ostatni pouzité chemikalie pro kvantitativni
dvoukrokovou RT-PCR byly stejné jako v pripadé méfeni hladiny mRNA pro 11HSDI a
B-aktin v placent€ (kap.4.2.2).

4.4.3. Stanoveni hladiny triglyceridi v séru

Hladina byly stanovena podle modifikovaného protokolu dodaného s kitem.
K 50 pl odebraného séra, dodaného standardu (Einidlo 1) nebo destilované vody byly
piidany 2 ml isopropylalkoholu (¢inidlo 5) a jedna odmeérka (cca 0,13 g) adsorbentu
(¢inidlo 6). Po 15 min protfepavani byly vzorky odstfedény pti 3000 ot/min 5 min. Na
1 ml supernatantu, ktery byl pfenesen do nové zkumavky, bylo pfidano 0,25 ml hydroxidu

draselného (Cinidlo 4). Vzorky v zazatkovanych zkumavkach byly inkubovany 10 min pi1
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60°C a ochlazeny ve studené vodé (5 min). Po pridani 0,25 ml jodistanu draselného
(¢inidlo 3) byly vzorky ponechany 10 min pfi pokojové teploté. Dale bylo ke vzorkim
ptidano 0,25 ml acetylacetonu (¢inidlo 2), vzorky byly promichany a inkubovany 30 min
pt1 60°C. Po ochlazeni vzorkid byla méfena absorbance (A) pii 420 nm proti kontrolnimu
vzorku s destilovanou vodou. Hladina tnglyceridi (mM) byla vypoditana dle vzorce:

c=3 a3 9* szorku/Aslandardu

4.4.4. Stanoveni hladiny insulinu v séru

Mnozstvi insulinu v séru bylo stanoveno podle navodu dodaného skitem. Do
jednotlivych zkumavek bylo dano 100 ul standardu (0,1-10 ng/ml), kontroly, odebraného
séra nebo pufru; 100 ul izotopu (‘*I-insulin) a 100 pl protilatky proti insulinu. Po
promichani a 24 hod inkubaci pii 4°C byl pfidan 1 ml precipita¢niho ¢inidla. Nasledovala
20 min inkubace pi1 4°C, centrifugace (3000xg, 20 min, 4°C), odstranéni supernatantu a

vyhodnoceni na y-counteru. Hiadina insulinu byla vyjadfena v pmol/Il.

4.4.5. Meéfeni aktivity 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkariovém homogenatu

Aktivita byla stanovena obdobnég, jak bylo popsano v kap. 4.1.4, ale pro lepsi
oddéleni aktivit isoenzym@ 11HSD byl pouzit modifikovany protokol [250]. Pro stanoveni
11HSD2 byla pilka ledviny a traéniku zhomogenizovana v ledovém homogeniza¢nim
pufru (0,2 M sacharosa, 0,01 M TRIS, pH 8,5) za vzniku 10 % homogenati. Na méfeni
1THSDI v srdci a v mezenteridlnich cévach byl pouzit stejny homogenizaéni pufr jako pfi
stanoveni aktivity 11HSD2. Pro stanoveni 11HSD1 v druhé pilce ledviny, tra¢niku a v
jatrech byl pouzit jiny homogenizaéni pufr (10 mM TRIS, 5 mM EDTA, 1 % Triton, pH
7,5). Vidy byly pripraveny 10 % homogenaty. Po centrifugaci pfi 1000xg byl
v supernatantu stanoven protein (kap. 4.5). Od mezenteridlnich cév byla pred
homogenizaci nejprve odstranéna tukova tkan. Mezenterium bylo inkubovano 13 min pfi
37°C v 5 ml pufru Krebs-Ringer (kap. 4.1.3) s ptidavkem kolagenasy (10 mg). Pak byla
opatmé odstranéna tukova tkan a mezenteridlni cévy byly zhomogenizovany.

Aktivita 11HSD2 (v ledving a traéniku) a 11HSD1 (v srdei a v mezenteridlnich
cévach) byla méfena v reakéni smési (celkovy objem 1,04 ml) obsahujici 750 pl pufru
TRIS-KCI (0,05 M TRIS; 0,1 M KCI, pH 8,5), 40 ul NAD"® (ledvina, tra¢nik; 0,01 M) nebo
40 pl NADP" (srdce, mezenterialni cévy; 0,01 M) a 250 pl tkanového homogenétu
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(vyslednd koncentrace proteinu: ledvina 0,25 mg/ml; tracnik 1 mg/ml; srdce 1 mg/mi;
mezenterialni cévy 0,5 mg/ml). V tomto piipadé byla reakce zahijena po 10 min
preinkubace piidanim [’H]-kortikosteronu (vysledna koncentrace 20 nM). Inkubace
probihala 15 min v pfipadé ledviny, 120 min v pfipadé tra¢niku, srdce a cév. Aktivita
1THSD1 v ledving, traéniku a jatrech byla métena v reakéni smési (celkovy objem také
1,04 ml) obsahujici 750 pl pufru TRIS (0,2 M TRIS, pH 8,5), 40 ul NADP® (0,01 M) a
250 pl homogenatu (vysledna koncentrace proteinu: ledvina 0,25 mg/ml; tra¢nik 1 mg/ml;
jatra 0,1 mg/ml). Po 10 min preinkubace byla reakce zahajena piidanim [’H]-
kortikosteronu a neradioaktivniho kortikosteronu (vyslednd koncentrace 1 uM). Vzorky
byly inkubovany 45 min v pfipadé€ ledviny, 120 min v pfipadé€ tra¢niku a 60 min v piipadé
jater. Reakce byla zastavena ochlazenim v ledové tfisti a vzorky byly poté 15 min
centrifugovany pfi 3000xg. Ze supernatantu byly vyextrahovany steroidy (kap. 4.6) a
analyzovany pomoci HPLC (kap. 4.7.2). Vysledky byly vyjadreny v pmol vzniklého 11-
dehydrokortikosteronu na mg proteinu a hodinu.

Jednotlivad méfeni byla provedena dvakrat. MnozZstvi proteinu a doba inkubace byla
uréena z ptipravnych pokust. Ztéchto pokusi bylo také patmé, Ze vsrdei a
mezenterialnich cévach bylo optimalni pouZziti nM koncentrace kortikosteronu jako

substratu.

4.4.6. Méfeni hladiny mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v tukové tkani

RNA byla vyizolovéana z tkani zamraZenych v tekutém dusiku pomoci RNA-Blue
podle navodu dodaného s chemikalii. Vzorek byl zhomogenizovan v RNA-Blue (1 ml
roztoku na 50-100 mg tkané) na Polytronu PT 3000, centrifugovan (12000xg, 10 min, 4°C)
a supertnatant byl v nové zkumavce inkubovan 5 min pfi pokojové teploté. Ke vzorku byl
dale pridan chloroform (0,2 ml na 1 ml pouzit¢ RNA-Blue). Po protfepani byl vzorek
inkubovan 5 min pfi pokojové teploté a opét centrifugovan (12000xg, 10 min, 4°C). RNA
vhomi vodné fazi byla pfenesena do dCistych zkumavek a byla precipitovana
1sopropylalkoholem (0,5 ml na 1 ml pouzit¢é RNA-Blue) 20 min pfi 4°C. Nasledovala
centrifugace (12000xg, 10 min, 4°C), odstranéni supematantu, omyti RNA pelety v 1 ml
75 % ethanolu a opét centrifugace (12000xg, 5 min, 4°C). Supematant byl odstranén, RNA
peleta byla vysuSena pti 37°C, rozpusténa ve vode€ na injekce a uskladnéna pti —70°C nebo

rovnou o$etfena DNAsou jak bylo popséno diive. Zjisténi ptipadné kontaminace DNA a
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stanoveni mnozstvi RNA ve vzorku bylo popsano jiz v kap. 4.2.5.1. Stanoveni hladiny
mRNA pomoci dvoukrokové RT-PCR pro 11HSD1 probéhlo za stejnych podminek jak
bylo popsano v kapitole o analyze 1 1HSD1 a B-aktinu v placenté (kap.4.2.5.2).

4.5. Stanoveni proteinu

Stanoveni proteinu bylo provedeno metodou podle Bradforda [251]. Reakéni smés
(celkovy objem 1,1 ml) obsahovala: 1000 pl reakéniho ¢inidla (25 mg Coomassie Brilliant
Blue v 12,5 ml ethanolu (96 %) + 25 ml 85 % kyseliny fosfore¢né, doplnéné vodou na
250 ml, prefiltrované), 10-100 ul 0,15 M NaCl a vzorek nebo hovézi sérovy albumin. Po
aplikaci reak¢niho cinidla byla po dvou minutach méfena absorbance pii 595 nm.

Kalibrac¢ni zavislost byla sestrojena od 4 do 10 pg proteinu v reakéni smési.

4.6. Extrakce steroidt

Extrakce steroidii byla provadéna u radioaktivnich 1 neradioaktivnich pokusi na
kolonkach reverzni faze C-18 Sep-Pak (Waters, Milford, MA, USA). Kolonky byly
promyty methanolem (5 ml) a poté vodou (5 ml). Po naneseni vzorku byla kolonka
proplachnuta vodou (4 ml) a vysuSena proudem vzduchu. Steroidy byly extrahovany
1,5 ml methanolu. Vzorky byly do sucha odpafeny pod atmosférou dusiku pii teploté

45°C, uskladnény pii -20°C a analyzovany pomoci HPLC (kap. 4.7)

4.7. Vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC

4.7.1. HPLC - neradioaktivni metoda - tkanové fezy

Kortikosteroidy  byly  analyzovany pouZitim  vysokoulinné  kapalinové
chromatografie (Hawlett-Packard HP 1100, Palo Alto, CA, USA). Vzorky byly rozpustény
v 50 pl methanolu a 20 pl vzorku bylo naneseno na kolonu LiChrospher 100 RP 18
(125x4 mm, Merck, Darmstadt, Némecko). Teplota kolony byla 46°C. Eluce probihala
vyuZitim linedmiho gradientu voda-methanol od 65:35 (v/v) do 38:62 (v/v) po dobu
25 min pii pratoku 1 ml/min. Poté byla kolona izokraticky promyvéana 100 % methanolem
(pritokova rychlost 2 ml/min) po dobu 5 min. Po dobu 8 min byla kolona ekvilibrovana
smési voda-methanol 65:35 pii pritoku 1,7 ml/min dale pak pfi pritoku 1 ml/min. Méfeni

UV absorbance probihalo pfi 254 nm.
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Kalibrace byla naméfena v rozmezi 0,1-5 j1g steroidil na nastiik. Identifikace byla
provedena na zdaklad¢ srovnani retenénich cast. Struktura jednotlivych produktd byla

ovérena pomoci hmotnostniho detektoru a jiz diive popsané metody [252].

4.7.2. HPLC - radioaktivni metoda - tkafiovy homogenat

Kortikosteroidy znacené tritiem byly analyzovany na pftistroji Hewlett-Packard HP
1100. Vzorky byly rozpu$tény v 50 pl methanolu a 20 ul bylo aplikovano na kolonu
LiChrospher 100 RP 18 (125x4 mm, Merck, Darmstadt, Némecko). Eluce probihala
pomoci linearniho gradientu voda-methanol od 58:42 (v/v) do 38:62 (v/v) po dobu 15 min
(pritokova rychlost 1 ml/min, teplota kolony 46°C) a poté byla kolona izokraticky
promyvana 5 min 100 % methanolem (pritokova rychlost 1,5 ml/min). Déle probihala
5 min pfiprava na aplikaci dalsiho vzorku vymyvanim kolony smési voda-methanol 58:42
(v/v). Pro ,,on-line* detekci 3-zateni byl pouzit detektor Beckman 171 citlivy na 3-zafeni
(Beckman, Fullerton, CA, USA). Identifikace byla provedena na zakladé srovnani

retenénich ¢ast.

4.8. Statistické metody

Hodnoty jsou udany jako aritmeticky primér + stfedni chyba aritmetického
praméru. Pocet méfeni ,n* je uveden vzdy jednotlivé u piislusného tdaje. Hladina

vyznamnosti byla volena 5 %.

4.8.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a pohlavni rozdily

Ziskana data byla vyhodnocena dvojnou analyzou rozptylu (kmen vs. pohlavi).
Jestlize ANOVA vysla signifikantni, byly rozdily pro jednotlivé skupiny nasledné

hodnoceny Newman-Keulsovym testem.

4.8.2. 11B-hydroxysteroidehydrogenasa v placenté

Vyvojové zmény byly hodnoceny jednoduchou analyzou rozptylu. Pokud ANOVA
vysla signifikantni byly rozdily vyhodnoceny Newman-Keulsovym testem. Rozdily mezi
kmeny SHR a WKY byly hodnoceny dvouvybérovym Studentovym t-testem rovnosti

sttednich hodnot dvou soubort, kterému ptedchazel F-test rovnosti rozptyli dvou souborti.
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Rozdily mezi kmeny DR a DS byly hodnoceny dvojnou analyzou rozptylu (kmen vs. doba

btezosti). V pfipade signifikance byl proveden Newman-Keulsiv test.

4.8.3. 11B-hydroxysteroidehydrogenasa v srdci

Rozdily mezi kmeny SHR a WKY byly hodnoceny dvouvybérovym Studentovym
t-testem rovnosti stfednich hodnot dvou souborti, kterému predchéazel F-test rovnosti
rozptyld dvou souborti. Rozdily mezi kmeny DR a DS byly hodnoceny dvojnou analyzou
rozptylu (kmen vs. dieta). Jestlize ANOVA vysla signifikantni, byly rozdily pro jednotlivé

skupiny nasledn€ hodnoceny Newman-Keulsovym testem.

4.8.4. 11B-hydroxysteroidehydrogenasa a metabolicky syndrom
Rozdily mezi skupinami (HTG vs. Wistar, HTG vs. HTG+F, Wistar vs. Wistar+F,

TS vs. TM) byly hodnoceny dvouvyb€rovym Studentovym t-testem rovnosti stiednich

hodnot dvou soubort, kterému predchézel F-test rovnosti rozptylt dvou soubort.
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5. VYSLEDKY
5.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a pohlavni rozdily

Krevni tlak u spontdnné€ hypertenznich potkantt (SHR) byl vyznamné vy3$si nezli u
normotenznich potkand kmene Wistar-Kyoto (WKY) a zaroveni vy$§i u samcl nezli u
samic (tab.IV). Stejn€ tak Dahlovi potkani citlivi k zvySenému pfijmu soli drZeni na
vysokosolné dieté¢ (DS-HS) méli vyssi krevni tlak ve srovnani s potkany rezistentnimi
k zvySenému piijmu soli (DR-HS). U samci potkana DS-HS byl krevni tlak také vyssi

nezli u samic.

Tab.IV Arterialni krevni tlak u hypertenznich a normotenznich potkant.

MBP (mmHg) SHR WKY DS-HS DR-HS
samci & 194+10"" 130+4 186+7"° 123+3
samice Q 157+67 125+3  160+8 " 126 + 4

MBP, stfedni arterialni krevni tlak; SHR, spontanné hypertenzni potkan; WKY,
normotenzni potkan Wistar-Kyoto; DS-HS a DR-HS, Dahliv potkan citlivy a
rezistentni k zvySenému pfijmu soli - oba na vysokosolné dietg;

T (p < 0,01), vyznamné vyssi krevni tlak ve srovnani s normotenzni kontrolou
(SHR vs. WKY; DS-HS vs. DR-HS); ~ (p < 0,05) a = (p < 0,01), vyznamng
rozdilné ve srovnani se samicemi téhoz kmene; n = 12-16

Aktivita 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 (11HSD2) v tkariovém homogenatu
byla méfena v aort€, tracniku a ledviné€ (oddé€len¢ ve dfeni a kife). Jak ukazuje tab.V, byly
ve vSech tkanich nalezeny vyznamné pohlavni rozdily. Aktivita byla ve vsech tkanich
vys$8i u samcl nezli u samic. Vyjimku tvorila aorta u SHR a WKY potkani a tracnik u
WKY potkanid, kde byla obecné zaznamenana velmi nizka aktivita u obou pohlavi.
Nejvyrazng€jsi rozdil byl naopak zaznamenan v tratniku DR-HS a DS-HS potkant, kde
samci meli oproti samicim 12,5x resp. 10,7x vyS§§i aktivitu 11HSD2. Velky rozdil byl
pozorovan 1 v aort€ DS-HS potkani, kde byla aktivita 9,5x vyssi u samct nezli u samic.
V ostatnich tkanich se pomér aktivit (samci/samice) u vSech kment pohyboval od 1,6 do
5,2.

U potkanii byly také nalezeny kmenové rozdily. V dieni ledviny a tra¢niku byla
aktivita vy88§i u SHR ve srovnani s WKY potkany. Naopak v aort€ byla aktivita vySsi u
potkant DR-HS neZli u potkani DS-HS. Vsechny tyto kmenové rozdily byly nalezeny u
samct i u samic. Zadné kmenové rozdily nebyly nalezeny v ledvinové kife. Samci

Dahlovych potkan metabolizovali kortikosteron daleko vic v traniku a v aorté nezli
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potkani SHR a WKY. Nicméné aktivita v aorté¢ dosahovala vétSinou pouze 20-50 %

aktivity v tracniku a piiblizn€ 1-4 % v ledving.

Tab.V Aktivita 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 v tkanovém homogenatu
u samct a samic v dieni a kiife ledviny, aort€ a tra¢niku

SHR WKY DS-HS DR-HS
dren ledviny
samci & 861 £ 58 F 615+53" 983 +80 " 809 + 128 ™
samice Q@ 189+ 18" 119+ 16 387 + 83 256 + 34
kura ledviny
samci & 967 74" 766 +70 " 842 +51 742+ 84"
samice @ 370 + 42 334 + 44 486 + 59 461 £ 59
aorta
samci & 6,4+ 1,4 4,6 +0,7 2294281 30,8 +4,3 "
samice @ 2,3+0,3 22402 2,4+0,7" 9,1 +0,4
tracnik
samci & 31,9+2,9 " 93+0,8 120,6 + 18,8 102,4+157 "
samice Q 11,5+097 6,7+0,7 113+1,7 8,2+ 1,0

Vysiedky jsou vyjadieny v pmol vzniklé¢ho 11-dehydrokortikosteronu za hod
na mg proteinu. V ledvinové kire ukazala analyza rozptylu (ANOVA)
vyznamné pohlavni rozdily, ale ne rozdily mezi kmeny. V ledvinové dieni,
traéniku a aort€ ukazala ANOVA vyznamné zmény mezi pohlavim i kmenem.

" (p < 0,05), vyznamng odligné od normotenzni kontroly (SHR vs. WKY; DS-
HS vs. DR-HS); © (p <0,05) a - (p <0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani se
samicemi téhoZ kmene; blizsi detaily v tab.IV; n = 12-16

11B-oxidasova aktivita (konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron)
v tkanovych fezech byla obdobna vysledkim ztkanovych homogenati (tab.VI).
Vyznamné vic metabolizovali kortikosteron samci a to u v8ech studovanych kmeni a tkani
s vyjimkou aorty u SHR a WKY a tra¢niku u WKY potkant. V tracniku a aort¢ byla také
zaznamenana nizsi aktivita nezli v ledvin€. Kmenov¢ asociované rozdily byly prokazatelné

u samctl v dieni ledviny a tracniku mezi SHR a WKY potkany a u samct i samic v aorté

mez1 Dahlovymi potkany.
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Tab.VI 11B-oxidasova aktivita v tkanovych fezech u samcii a samic v dfeni a
kure ledviny, aorté a tra¢niku

SHR WKY DS-HS DR-HS
dren ledviny
samci & 945 +79 71 720+ 63" 1120 + 163 ° 1080 + 121 ™
samice Q 380 + 30 289 + 33 652 + 72 602 + 75
kura ledviny
samci & 996 + 105 1008 + 132 ™ 1160 + 138 ™ 1240+ 129
samice @ 585+ 63 610 + 75 545 + 82 600 + 90
aorta
samci & 43+0,8 5210,6 71+£0,70 11,8+1,57
samice @ 2,9+ 0,4 3,5%0,5 321041 7,5+ 1,0
tracnik
samci & 95+ 13 """ 56+8 195+26 144+19™
samice @ 39+5 45+ 7 58+ 6 49 + 6

Aktivita je vyjadiena v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu za hod na
mg susiny. V ledvinové kire ukazala ANOVA vyznamné pohlavni rozdily, ale
ne rozdily mezi kmeny; v ledvinové dfeni, traéniku a aorté byly vyznamné
zmény mezi pohlavim i1 kmenem.

"(p<0,05)a™ (p<0,01), vyznamné odli¥né od normotenzni kontroly (SHR
vs. WKY; DS-HS vs. DR-HS); " (p < 0,05) a " (p < 0,01), vyznamné rozdilné
ve srovnani se samicemi téhoz kmene; bliZsi detaily v tab.IV; n=12-16

5.2. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa v placenté

5.2.1. Vyvojové zmény 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 v placenté

Zmény 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSD1, 11HSD2) v placenté
béhem jejiho vyvoje byly studovany pomoci imunohistochemie, ,,western blottingu* a
kvantitativni RT-PCR  vredlném ¢ase u potkani kmene Wistar. Vysledky
z imunohistochemického stanoveni ukazaly, ze ve vSech studovanych dnech byla 11HSD2
lokalizovana v syncytiotrofoblastu labyrintové zony placenty (obr.5.1). U potkana je
syncytiotrofoblast tvoren tfemi vrstvami bunék. 11HSD2 byla detekovéana ve vrstvé 1I,
ktera je soucasti placentarni bariéry oddelujici fetalni a maternalni cirkulaci. Pozitivita byla
ztejma v cytoplazmeé bun€k této vrstvy. Méné vyrazny signal byl zaznamenan v tzv. obfich
bunkach bazalni zoény potkani placenty a vnékterych leukocytech pozorovanych
v maternalnim fe€isti. Z jednotlivych pokust byl také zfejmy samotny vyvoj placenty.
V D13 a Di4 (13. a 14. den bfezosti) byla placenta pevné piipojena k déloze (decidua
basalis), zatimco v D16 byla placenta jiz od délohy oddélena. Exprese 11HSD2 v déloze
byla velmi mala, o mnoho slabsi nezli v syncytiotrofoblastu. V Zadném pokuse nebyla

zaznamenana nespecificka reakce samotné sekundarni protilatky.
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11HSD2 i -

syncytiotrofoblast-vrstva Il matern:ing keCite

Obr.5.1. Imunohistochemické stanoveni 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2
v placenté potkana kmene Wistar ze 16. dne bfezosti s detailnéj§im vyfezem.
11HSD?2 se nachézi v labyrintové zo6né v syncytiotrofoblastu.

(originalni zvétSeni 200x, detailngjsi vytez 400x)

Ve vSech studovanych dnech byla méfena hladina mRNA obou isoenzymi 11pB-
hydroxysteroiddehydrogenasy a ziskané vysledky vztaZeny na ,housekeeping® gen [-
aktin. Pro jednotlivé geny byly sestrojeny kalibra¢ni k¥ivky pomoci riizné fedéné cDNA
pfipravené z ledviny (obr.5.2). Na zéklad€ rozpoustécich analyz, porovnani délky
namnoZenych fragmenti pomoci elektroforézy a sekvenaci bylo prokazano, Ze fragmenty
namnoZené¢ v PCR reakci odpovidaji studovanym gentim. Samotné vysledky jsou
zobrazeny na obr.5.3 a ukazuji, Ze hladina mRNA 11HSD1 i 11HSD2 se dramaticky méni
v pribéhu vyvoje placenty. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny v D13, kdy mRNA 11HSD1
dosahovala 6x-43x vy$§i hladiny nezli v ostatnich studovanych dnech. U mRNA 11HSD2
byla hodnota v D13 zvySena pouze 1,6x-3,5x. Z obr.5.3 je také zfejmy, avSak statisticky

nevyznamny, trend sniZovani hladiny mRNA 11HSD2 smérem ke konci gestace.
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Obr.5.2. Kalibraéni zavislost pro 113-hydroxysteroiddehydrogenasu 1, 2
(11HSD1, 11HSD2) a B-aktin.

Cp, ,,crossing point* (cyklus PCR, ve kterém dochazi k linearnimu nardstu
fluorescence, a ktery je zavisly na koncentraci templatu)

I1HSDI LIHSD2
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Obr.5.3. Vyvojové zmeény v hladin€é mRNA placentarni  11j3-
hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSD1, 11HSD2) u potkani Wistar.
Hodnoty jsou udany jako pomeér 11HSD/B-aktin. ANOVA prokazala
vyznamné vyvojové rozdily hladiny mRNA obou dehydrogenas.

"(p<0,05)a " (p <0,01), vyznamng rozdilné oproti 13. dni bezosti; n = 3-7
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Pomoci ,,western blottingu* byla sledovdna hladina proteinu 11HSD2. Nejprve
bylo ovéfeno, zda se pohybujeme v linearni oblasti signalu. Vysledek popisuje kalibraéni
kilvka zobrazena na obr. 5.4, kterd byla vytvofena ze vzorku ledviny. Hruby homogenat
placent byl vZdy rozdélen na tzv. partikulami a cytosolami frakci. Z obr. 5.4C vyplyva, Ze
mnozstvi 11THSD2 v nadmi pfipravené cytosolarni frakci bylo zanedbatelné a vSechen
protein bylo mozné detekovat ve frakci partikulami. V Zadném pokuse nebyla
zaznamenana rovn&Zz nespecifickd reakce sekunddmni protilatky. Samotné vysledky
popisuje obr.5.5. Nejvyssi hodnoty byly zaznamenany v D14 a D19. Stejné€ jako u mRNA
je mozné 1 zde sledovat snizeni hladiny 11HSD2 na konci gestace. V D22 bylo naméfeno

2,8x méné tohoto enzymu nezli v D19.

partikularni frakce ledviny (ng proteinu)
A 6000 4000 2000 1500 1000 750 500

~40kDa cmme o e

B 120000 -
100000 -
80000 -
60000 -
40000 1
20000 -

0 - T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

signal (a.u.)

protein (ng)

Obr.5.4 (A) ,Western blotting” 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 -
chemiluminiscence pro riznd mnozstvi totalniho proteinu (500-6000 ng)
nanesenc¢ho na vertikalni elektroforézu; (B) Kalibra¢ni kiivka (z&vislost signélu
chemiluminiscence na mnoZzstvi totalnitho proteinu); (C) ,,Western blotting™
11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 zcytosolamni frakce placenty (1),
partikularni frakce placenty (2) a ledviny (3).

a.u., arbitrarni jednotka
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Obr.5.5. Vyvojové 2zmény vhladiné proteinu placentarni  11pB-
hydroxysteroiddehydrogenasy 2 u potkand Wistar. Hodnoty jsou udany jako
ziskany signal na pg proteinu partikuldmi frakce. ANOVA prokazala
vyznamné¢ rozdily hladiny proteinu v priibéhu vyvoje.

a.u., arbitramni jednotka; * (p < 0,05), vyznamné odligné od 16. dne biezosti;
"(p<0,05a” (p<0,01), vyznamné odligné od 13. a 22. dne biezosti; n = 3-7

5.2.2. Placentarni 11B-hvdroxysteroiddehydrogenasa 1 a 2 a hypertenze

Krevni tlak u Dahlovych potkant (DS-potkan citlivy k zvySenému ptijmu soli, DR-
potkan rezistentni k zvySenému piijmu soli; oba na nizkosolné diet¢ (DS-LS, DR-LS)),
spontanné hypertenznich (SHR) a normotenznich potkanti Wistar-Kyoto (WKY) v D20 je
uveden v tab.VII. Z vysledkt je zfejmé, Ze krevni tlak u hypertenznich potkant byl vyssi
nezli u piislus$nych normotenznich kmenti (SHR vs. WKY a DS-LS vs. DR-LS). Hmotnost
samic nebyla u studovanych potkant rozdilna, ale byly zaznamenany rozdily v hmotnosti
jejich plodil. Plody hypertenzniho kmene SHR byly lehéi ve srovnani s normotenznim
kmenem WKY, naopak plody hypertenzniho kmene DS-LS byly té€zsi nezli plody kmene
DR-LS. Vypoc¢itany pomér hmotnosti placenty ku hmotnosti plodu byl vyssi u potkani

SHR, ale nizsi u DS-LS ve srovnani s normotenznimi kontrolami.
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Tab.VII Arterialni krevni tlak, hmotnost samic a hmotnost plodu ve dvacatém
dni bfezosti u hypertenznich a normotenznich potkani.

SBP samice hmotnost samice  hmotnost plodu hmotnost placenty /
(mmHg) (g) (g) hmotnost plodu
SHR 1959+5,7 " 277 £ 10 2,7+0,1° 0,17 +0,01
WKY 138,7 £ 6,5 261 +12 3,1+0,2 0,14+ 0,01
DS-LS 171,6 3,4 363 + 11 2,9+0,1° 022+0,01 "
DR-LS 136,9 +5.7 295 + 10 2,5+0,1 0,26 + 0,01

SBP, systolicky krevni tlak; SHR, spontdnné hypertenzni potkan; WKY,
normotenzni potkan Wistar-Kyoto; DS-LS a DR-LS, Dahliv potkan citlivy a
rezistentni k zvySenému ptijmu soli - oba na nizkosolné diet€.

) (p <0,05) a “ (p < 0,01), vyznamne rozdilné ve srovnani s normotenznim
kmenem (SHR vs. WKY; DS-LS vs. DR-LS); n = 7-8 pro parametry ze samic;
n = 31-44 pro plod a placentu
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Obr.5.6. Konverze kortikosteronu (oxidace) a 11-dehydrokortikosteronu
(redukce) v tkanovych fezech placenty SHR a WKY potkant v D20. Aktivita
je uvedena v pmol vznikiého 11-dehydrokortikosteronu (oxidace) nebo
kortikosteronu (redukce) za hod na mg suché vahy placenty.

T (p < 0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani snormotenznim kmenem;
podrobnosti v tab.VIl; n=9

Aktivita 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkanovych fezech byla méfena jako
konverze kortikosteronu a 11-dehydrokortikosteronu. Mezi kmeny SHR a WKY (D20) byl
zaznamenan vyznamny rozdil pouze v redukci 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron
(obr. 5.6). Zadny rozdil nebyl zaznamenan v oxidaci kortikosteronu. U Dahlovych potkanii
(D20) byl také patrny kmenovy rozdil v reduktasové aktivité (obr. 5.7). Potkani kmene DS-

LS jsou tak schopni o 68 % vice zvySovat lokalni koncentraci glukokortikoidi nezli
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potkani kmene DR-LS. U téchto potkant byl také patrny vyrazny vyvojovy rozdil.
Placenty potkana DR-LS i DS-LS metabolizovaly kortikosteron i 11-dehydrokortikosteron
v D16 daleko vice nezli v D20. Stejné jako u SHR a WKY potkand nebyly ani u
Dahlovych potkand pozorovdny zadné zmeény v oxidasové aktivité, tedy v odbouravani

kortikosteronu, a to v obou studovanych dnech biezosti.

120 T ------- ¥ T * E’:J oxidace ‘
£ 80 e e e
D
g 60 B l::.'_'.:_
S 404t e M
o T
20 A 2
0 T —_——

DS-LS  DR-LS DS-LS  DR-LS
(D16) (D16) (D20) (D20)

kmen (délka brezosti)

Obr.5.7. Konverze kortikosteronu (oxidace) a 11-dehydrokortikosteronu
(redukce) v tkanovych fezech placenty Dahlovych potkand. Aktivita je
uvedena v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu (oxidace) nebo
kortikosteronu (redukce) za hod na mg suché vahy placenty. U Dahlovych
potkand prokazala ANOVA vyznamné zmény 11HSD v zavislosti na délce
brezosti a mezi kmeny.

" (p <0,01) mezi 16. vs. 20. dnem biezosti (D16 vs. D20); * (p < 0,05), rozdilné
od normotenzni kontroly v D20 (DS-LS vs. DR-LS); podrobnosti v tab.VII; n =
9 pro méfeni v D20; n = 12-13 pro méteni v D16

Zobr. 5.6 1 5.7 je zfejmé, Ze u vsech studovanych kmenl pifevladd oxidace nad
redukci, tedy prevlada odbouravani kortikosteronu nad jeho tvorbou. Tento rozdil aktivit
(RA, oxidasova minus reduktasové aktivita) nebyl mezi SHR a WKY potkany odliSny
(tab.VIII). Naproti tomu v placent¢ DS-LS potkanli v D16 byl RA vy$si nezli v D20
(tab.IX). U potkani DR-LS byl tento trend obdobny avsak statisticky nevyznamny. Krome
toho u DS-LS potkant v D20 byl RA ptiblizné 1,5x niz8i nezli u DR-LS potkani.
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Tab.VIII Rozdil aktivit 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy (oxidasova minus
reduktasova) v tkanovych fezech placenty hypertenznich a normotenznich

potkan
rozdil aktivit
SHR 3,6+0,9
WKY 2,6 £0,6
Rozdil aktivit je uveden v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu za hod na
mg susiny.

blizsi detaily tab.VI; n =9

Tab.IX Rozdil aktivit 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy (oxidasova minus
reduktasova) v tkanovych fezech placenty hypertenznich a normotenznich

potkanii
rozdil aktivit
DS-LS (D16) 65,0+ 125"
DR-LS (D16) 43,5+ 5.4
DS-LS (D20) 14,5+2,0"
DR-LS (D20) 22.4+22

Rozdil aktivit je uvedena v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu za hod
na mg susiny. U Dahlovych potkanti prokdzala ANOVA vyznamny rozdil
v délce biezosti 1 mezi kmeny.

* (p < 0,01), vyznamng rozdilné mezi DS-LS (D16. vs. D20); T (p < 0,05),
rozdilné od normotenzni kontroly v D20 (DS-LS vs. DR-LS); blizsi detaily
tab.VIL; n=9-11

Vysledky z méfeni v tkanovych homogenatech v D20 jsou shrnuty v tab.X. Stejné
jako v tkanovych tezech se neliSila dehydrogenasova aktivita u obou hypertenznich a

piislusnych normotenznich kmenf.

Tab.X  Aktivita  11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 v tkanovych
homogenatech placent hypertenznich a normotenznich potkant z dvacatého
dne brezosti.

aktivita
SHR 14,6 =2,1
WKY 12,9+ 1,9
DS-LS 12,0+ 1,4
DR-LS 9,8+ 1,4
Aktivita je uvedena v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu za hod na mg

proteinu.
blizsi detaily tab.VII, n = 10-14
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Pomoci jednokrokové RT-PCR v realném case byla méfena hladina mRNA obou
11HSD a jejich mnozZstvi bylo také vztazeno na ,housekeeping® gen B-aktin. Z vysledki
vyplynulo, Ze hladina mRNA 11HSD1 byla vy38i u normotenznich potkani WKY neZli u
hypertenznich SHR (obr. 5.8). Hladina mRNA 11HSD2 nebyla u téchto potkant rozdilna.
U Dahlovych potkani v D20 bylo také mozné pozorovat kmenovy rozdil v hladiné mRNA
11HSD1 (obr.5.9). V tomto ptipadé byla ale hladina vyssi u hypertenznich DS-LS ve
srovnani s normotenznimi DR-LS potkany. V D16 nebyl tento rozdil zaznamenan.
V pribéhu biezosti dochazi u DS-LS potkanll k vyvojovym zménam 11HSD. Hladina
obou 11THSD byla vyssi s vys$Sim stupném brezosti. Tento rozdil byl vyrazné&jsi pro
11HSD1, kde byla hladina mRNA v D20 zvySena 10,5x oproti placentam z D16, u
11HSD2 to bylo pouze 3,6x.

020 1 — E11HSD 1
Z11HSD 2

0,154 -

0,10 4 - S

1 1HSD/beta-aktin

0,05 -

kmen

Obr.5.8 Hladina mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSDI,
11HSD2) v placente hypertenznich a normotenznich potkanii v D20.
: (p <0,05), mezi SHR vs. WKY; bliz8i detaily tab.VII; n = 4-7

Mnozstvi proteinu 11f-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 bylo méfeno pouze u
Dahlovych potkanid. Vysledky popisuje obr. 5.10. Z n&j je patrné, Ze nebyl zjistén zadny
vyznamny rozdil v hladiné proteinu 11HSD2. V placenté potkana DR-LS v D20 byla sice

mimé zvysena hladina tohoto isoenzymu ale statisticky nevyznamng.
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Obr.5.9 Hladina mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSDI,
11HSD2) v placenté¢ hypertenznich a normotenznich potkand. V expresi
11HSD1 prokazala ANOV A kmenové rozdily (DS-LS vs. DR-LS) a vyznamné
zmény v délce biezosti; v expresi 1 1HSD2 pouze v délce biezosti.

*(p < 0,01), mezi DS-LS (D20) vs. DR-LS (D20); ~ (p < 0,01), DS-LS (D16)
vs. DS-LS (D20); bliz8i detaily tab. VII; n=11-21
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Obr.5.10 Hladina proteinu 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 v partikulami
frakci placent Dahlovych potkanti. Signal je vztazen na pg proteinu
partikulami frakce. ANOVA neprokéazala Zadné kmenové rozdily ani rozdily
v délce biezosti potkana.

a.u., arbitrami jednotka; blizi detaily tab.VI[; n = 11-13
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5.3. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa v srdci

Jak ukazuje tab. XI krevni tlak u spontdnné hypertenznich potkand SHR byl
vyznamne vyssi nezli u jejich normotenznich kontrol WKY (Wistar-Kyoto). U Dahlovych
potkani citlivych na sil vedla vysokosolna dieta (DS-HS) k vyraznému zvySeni krevniho
tlaku ve srovnani s DS potkanem na nizkosolné dieté (DS-LS) a DR potkany (DR-HS, DR-
LS). U DS-LS potkant byl také zaznamenan vyssi krevni tlak oproti obéma skupindm DR
potkanii avsak zadny rozdil nebyl zjiStén v jejich hmotnosti srdce. Rozdil v hmotnosti
srdce byl zaznamenén pouze mezi SHR vs. WKY a DS-HS vs. ostatni Dahlovi potkani.

V obou piipadech byla hypertenze spojena s veétsi hmotnosti srdce.

Tab.XI Arterialni krevni tlak a relativni hmotnost srdce u hypertenznich a
normotenznich potkanti

SBP (mmHg) hmotnost srdce/BW (mg/g)
SHR 149+3° 3,73+ 0,08 "
WKY 131 +3 3,01 + 0,08
DS-LS 141+471 2,75+ 0,03
DS-HS 200 + 5 01 4,07 +0,08 &1
DR-LS 129+ 3 2,89 + 0,03
DR-HS 128+ 5 2,96 + 0,06

SBP, systolicky krevni tlak; BW, hmotnost potkana; SHR, spontanné
hypertenzni potkan; WKY, normotenzni potkan Wistar-Kyoto; DS-LS a DR-
LS, Dahliv potkan citlivy a rezistentni k zvySenému piijmu soli drzen na
nizkosolné diet¢; DS-HS a DR-HS, Dahliv potkan citlivy a rezistentni
k zvy§enému pfijmu soli drZzen na vysokosolné dieté. U Dahlovych potkani
prokazala ANOVA vyznamné rozdily ve kmeni 1 diet¢ u obou méfenych
faktord.

" (p < 0,01), vyznamng odlizné od WKY; © (p < 0,01), odlisné od DS-LS;
T(p <0,01), odlitné od DR-LS i DR-HS; n = 6-15

Aktivita 11HSD byla méfena v piitomnosti kofaktoru NAD" nebo NADP" a bez
pfidaného kofaktoru. Z tab. XII je ziejmé, ze konverze kortikosteronu v piitomnosti NAD",
tedy aktivita 11HSD?2, je velmi nizkd a neni odlisnad od konverze namétené bez piidani
kofaktoru. Naproti tomu aktivita v p¥itomnosti NADP", ktera v tomto ptipadé odrazi spise
aktivitu 11HSDI, byla zaznamenana ve vSech studovanych kmenech. Analyza rozptylu
ukazala vyznamny kmenovy rozdil u Dahlovych potkani. DR potkani metabolizovali

kortikosteron vice nezli DS potkani.
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Tab.XII 11B-hydroxysteroiddehydrogenasova aktivita v tkdnovém
homogenatu srdce v ptitomnosti kofaktortt NAD" nebo NADP*

bez kofaktoru NAD' NADP"
SHR 42+ 0,6 3,6+0,5 16,8+ 1,5
WKY 5,140,6 59+0,7 16,1+ 1,9
DS-LS 4,8+0.,6 59+0,6 18,1+ 1,7
DS-HS 3,9+ 0,5 43+0,4 21,7+ 1,1
DR-LS 54+03 52+0,4 26,7+32°
DR-HS 42+0,5 50+0,6 289+3,1°

Vysledky jsou uvedeny jako procento konverze kortikosteronu na 11-
dehydrokortikosteron. U Dahlovych potkani prokazala ANOVA vyznamné
rozdily pouze ve kmeni.

" (p < 0,05), vyznamny rozdil mezi DR a DS; blizsi popis tab.XI; n = 6-15

Vsrdci byla meéfena hladina mRNA obou 11B-hydroxysteroiddehydrogenas
(11HSD1, 11HSD2) a jejich hladina byla vztazena na ,housekeeping® gen B-aktin. Méfeni
ukazalo pfitomnost mRNA pro oba isoenzymy a to u vSech studovanych potkant. Hladina
11HSD2 byla ale nizsi nezli hladina 11HSD1 a pohybovala se t€sné€ na hranici detekce. To,
Ze se nejedna o nespecifitu, ale opravdu o mRNA 11HSD2 potvrdila rozpoustéci analyza
nasledovana po kvantitativni PCR (obr.5.11). Teplota tani pro fragment 11HSD2 z ledviny
a placenty byl stejny jako pro namnozeny fragment ze srdce.

Jak je ukazano na obr. 5.12, hladina mRNA 11HSD1 byla u DR potkant vyznamné
vyS§i neZli u DS potkanli. Nebyl zaznamenan zadny efekt vysokého pfijmu soli na hladinu
11HSDI1. Tyto vysledky jsou v souladu s enzymovou aktivitou 11HSDI (tab.XII). U
hladiny 11HSD?2 byl zaznamenan obdobny trend, avSak statisticky vyznamné se lisil pouze
DR-LS od DS-LS. Ani zde nebyl prokazan vliv zvySeného pfijmu soli. V pfipadé SHR a
WKY nebyly prokdzany zadné kmenové rozdily v expresi 11HSD1 (obr.5.13). Exprese
11HSD2 byla také niz8i nezli exprese 1 1HSD1 a dokonce 2x nizsi u potkant SHR nezli u
WKY.
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Obr.5.11 Zaznam z kvantitativni PCR v realném case a z nasledné rozpoustéci
analyzy s vypoc€itanou jeji prvni derivaci.

Jako templat byla pouzita 10x fedéna cDNA z ledviny a placenty a 5x fedéna
ze srdce. Porovnani teploty tani mezi jednotlivymi tkanémi dokazuje
pfitomnost mRNA 11HSD2 v srdci.
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0,030 W .......................................... e
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Obr.5.13 Exprese 11f3-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSDI,
11HSD2) v srdc1 SHR a WKY potkant.
" (p<0,01) SHR vs.WKY; blizsi detaily v tab.XI; n = 8-13
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Obr.5.12 Exprese 1103-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSDI,
11HSD2) vsrdei Dahlovych potkani. ANOVA analyza ukéazala vyznamny
rozdil mezi kmeny.

“(p<0,05a " (p<0,01) mezi DR-LS vs. DS-LS a DR-HS vs. DS-HS; blizsi
detaily v tab. XI; n = 6-12

77



5.4.11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a metabolicky syndrom

Z tab. XIII je zfejmé, ze fruktosova dieta (F) podavana hypertriglyceridemickym
potkanim (HTG) po vice nez 8 tydnd, podporuje u téchto potkani rozvoj metabolického
syndromu. Vys8i prijem fruktosy zpusobil vyrazné zvyseni krevniho tlaku a vice nez
dvojnasobné zvyseni hladiny triglyceridt (TG) a insulinu. Samotné HTG samice mély také
vyssi krevni tlak a hladinu TG nezli kontrolni skupina — normotriglyceridemicky potkan

Wistar. T€lesna hmotnost samic byla ve viech tfech skupinach stejna.

Tab.XIII Arterialni krevni tlak, hladina triglyceridi a insulinu v séru samic
hypertriglyceridemickych a normotriglyceridemickych potkant

hmotnost samice TG Insulin SBP
(g) (mmol/l) (pmol/l) (mmHg)
Wistar 218 +4 1,27 + 0,06 232 +27 129 + 4
HTG 227+ 4 2,24+025° 252 +32 163+7"
HTG+F 216+ 7 4,68 +0,48 1 520+ 88 't 182+31

TG, trglyceridy; SBP, systolicky  krevni tlak; HTG,  samice
hypertriglyceridemického potkana, HTG+F, samice hypertriglyceridemického
otkana chované na fruktosové dieté.
(p <0,01), vyznamné odli$né od potkanti Wistar; "(p<0,05)a m (p <0,01),
odlisné od HTG; n=8-10

Meéfeni ukazalo, Ze fruktosova dieta zvySuje aktivitu 11HSDI, ale neovliviuje
11HSD2 (obr.5.14, obr. 5.15, tab.XIV). Zmény v aktivit¢ byly tkanoveé specifické.
V mezenterialnich cévach byla aktivita u potkand HTG+F 1,9x vy$si nezli u potkanti HTG
(obr.5.14). Pro srovnani byl obdobny pokus proveden i u b&znych potkanii Wistar. Pro
tento pokus byli pouZiti samci, nebot’ je u nich znamo, Ze vykazuji obecné vyssi aktivitu
11HSD nezli samice. I u téchto samcid zpusobila fruktosova dieta ,,upregulaci® aktivity
11HSD1. Bylo zajimavé, Ze 1 v této tkani, stejné¢ jako v srdci, nebyla pozorovana
vyznamna konverze kortikosteronu (nM koncentrace) v piitomnosti kofaktoru NAD" a ani
v piitomnosti NADP" pfi pouziti vysoké koncentrace substratu (uM koncentrace).

Zvyseni aktivity 11HSD1 po zvySeném piijmu fruktosy bylo patrmé i1 v tracniku, ale
ne v jatrech, ledving (tab.XIV) a srdci (obr.5.15). V jatrech a tra¢niku byl zaznamenéan
kmenovy rozdil v aktivit¢ 11HSDI. V jatrech byla konverze kortikosteronu o 100 % vyssi
u potkani HTG, v traéniku naopak o 38 % u potkanli Wistar.

78



pmol/mg/hod

6 _
5 -
e
4 - g
o
3 A E
2 g
a,
1 ]
0 —
HTG HTG+F Wistar Wistart+F
kmen kmen

Obr.5.14.  Aktivita  11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v tkanovém
homogenatu mezenteridlnich cév u samic (A) a u samci (B). Aktivita je
vyjadrena v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu za hod na mg proteinu.
HTG, samice hypertriglyceridemického potkana; F, fruktosova dieta.

’ (p <0,05), vyznamneé vyssi ve srovnani s potkany bez fruktosové diety; n = 6-
11
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Obr.5.15. Aktivita  11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v tkanovém
homogenatu srdce u samic. Aktivita je vyjadfena v pmol vzniklého 11-
dehydrokortikosteronu za hod na mg proteinu.

blizsi detaily v tab. XIII; n = 7-8
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Tab.XIV Aktivita 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 (11HSDI,
11HSD2) v tkanovych homogenatech u samic hypertriglyceridemickych a

normotriglyceridemickych potkant

11HSDI 11HSD?2
jatra
Wistar 1100+ 16 N
HTG 2208 + 87" N
HTG+F 2011 + 203 N
ledvina
Wistar 1006 + 51 522 + 51
HTG 1120 + 84 611 + 101
HTG+F 1216 + 81 683 + 40
tracnik
Wistar 157+ 11,3 12,0+1,2
HTG 97,6 +1,7" 11,7+ 1,6
HTG+E 143+ 121 89+1,7

Aktivita je vyjadrena v pmol vznikiého 11-dehydrokortikosteronu za hod na
mg proteinu. N, neméteno.

" (p < 0,01), vyznamné odligné od potkant Wistar; ' (p < 0,05), odli§né od
HTG; dalsi detaily v tab. XIII; n = 14-19 u ledviny a tra¢niku potkand Wistar,
ostatni n = 8-13

Exprese 11HSDI1, tedy hladina mRNA, byla méfena v mezenteridlni (TM) a v
subkutanni tukové tkani (TS). Jak ukazuje obr.5.16, nezpisobila fruktosova dieta zmény
v hladiné mRNA tohoto isoenzymu ani v jedné tukové tkani. Nebyl zaznamenan ani Zadny
vyznamny rozdil mezi potkany Wistar a HTG a ani mezi TM a TS u jednotlivych skupin

potkani. Hladina 11HSD?2 byla prakticky neméftitelna.
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Obr.5.16. Hladina mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v subkutinni
(TS) a mezenterialni (TM) tukové tkani u samic hypertriglyceridemickych a
normotriglyceridemickych potkan.

blizsi detaily v tab. XIII; n =9-12

81



6. DISKUZE
6.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a pohlavni rozdily

Ruzné abnormality v metabolismu glukokortikoidd mohou vést ke wvzniku
hypertenze. Jednou z moznych pri¢in muize byt porucha visoenzymu 2 [If3-
hydroxysteroiddehydrogenasy (11HSD2). Svéd¢i o tom prace, ve které¢ byl podavan
nespecificky inhibitor steroidnich dehydrogenas glycyrrhetinova kyselina  (GA)
normotenznim potkanim Wistar-Kyoto (WKY) a u kterych doslo nasledn€ k zvyseni
krevniho tlaku [253, 254]. GA tak mohla inhibovat 11HSD2 a zptsobit (1) zvySenou
aktivaci mineralokortikoidnich receptori (MR) glukokortikoidem nebo (2) vyvolat
vasokonstrikci. V pfipadé zvySené aktivace MR glukokortikoidnimi hormony (napt.
v ledving), které jsou nedostate¢n€ odbouranédny na méné uc¢inné 11-oxo derivaty, se tak
mohly projevit stejné ptiznaky jako u tzv. syndromu zdanlivého mineralokortikoidniho
nadbytku (kap. 2.6.5.2). V druhém ptipad€ mohlo dojit pfimo k ovlivnéni vaskularmiho
tonu diky lokalnim zménam v koncentraci glukokortikoidi. Bylo totiZz prokazano, ze
glukokortikoidy potencuji vasokonstrikci  vyvolanou napf. angiotenzinem I[I a
katecholaminy [27, 28]. Tato vasokonstrikce byla navic vyS$i v pfitomnosti inhibitort
11HSD2. Naproti tomu 11-oxo derivaty glukokortikoidd vykazovaly nizsi kontraktilni
odpovéd’ v pripad€ inhibice 11B3-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 (11HSD1) zfejmé diky
niz§i konverzi 11-oxo derivati na uéinné glukokortikoidy [189, 190]. Také bylo ukazano,
Zze inhibice 11HSD2 v cévach vede kzvySeni glukokortikoidem indukované vazby
angiotenzinu Il na prislusné receptory [255]. Je tedy pravdépodobné, Ze sniZena aktivita
11HSD2 by mohla byt spojena s hypertenzi u experimentalnich zvirat, jako jsou spontanné
hypertenzni potkan (SHR) a Dahlav potkan citlivy k zvysenému ptijmu soli (DS) drzeny
na vysokosolné dieté (DS-HS). Navic je znamo, Ze vznik hypertenze je pohlavné zavisly
[231, 233] av8ak pri¢iny tohoto pohlavniho rozdilu nejsou zatim ziejmé. JelikoZ oba
isoenzymy 11p-hydroxysteroiddehydrogenasy (11HSD) jsou regulovatelné pohlavnimi
hormony [7], mohly by pravé tyto steroidni dehydrogenasy hrat roli v rozvoji pohlavné
asoclované hypertenze .

Vysledky nasi prace ukazaly pohlavni rozdily v aktivité 11HSD. Namérena aktivita
v tkanovych fezech 1 v tkdnovych homogenatech predstavovala diky nastavenym reakénim
podminkdm aktivitu 11HSD2, nebot’ tento isoenzym je NAD'-dependentni a in vivo

katalyzuje pouze oxidaci kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron [7]. V ledving, aort€ i
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traniku byla aktivita 11HSD2 vy3si u samcii nezli u samic a navic stejné vysledky byly
ziskany pi1 méreni aktivity v tkanovych homogenatech i v tkanovych tezech. Pohlavni
rozdily byly patmeé u jednotlivych hypertenznich 1 normotenznich kmend potkanii av$ak
vyjimku tvorila aorta jak u SHR tak 1 u WKY potkanti a traénik u WKY potkant. V téchto
tiech ptipadech nebyly pohlavni rozdily zaznamenany.

Vysledky jsou v souladu s nalezy z mysi ledviny a tra¢niku, kde aktivita i mRNA
I1HSD2 byla takeé vysSi u samci nezli u samic [236]. Naopak v ledviné potkana nebyl
nalezen Zadny vyznamny pohlavni rozdil v konverzi kortikosteronu v pfitomnosti
kofaktoru NAD" [235]. Je ovéem zajimavé, Ze v této studii byla u samcii zaznamenana
ptiblizné stejna aktivita 11HSD v pHitomnosti NAD" i bez ptidaného kofaktoru. Bez pouziti
kofaktoru byla aktivita 11HSD pifiblizné 4x vy3§i u samcl neZli u samic a pridani
kofaktoru NAD" do reakéni smési potencovalo aktivitu 1 1HSD2 pouze u samic. JelikoZ se
ale jednalo o tkanovy homogenét, tak se neda jednoznaéné urcit, ktera isoforma 11HSD
byla za tuto basalni konverzi, tedy konverzi bez ptidaného kofaktoru, zodpovédna. Rozpor
snasimi vysledky miZe byt zplsoben 1 pouZitim jiného kmene potkana (,,Sprague-
Dawley*) a mize se tak jednat o kmenové zavislé rozdily. O kmenovych rozdilech se
ovSsem neda uz hovofit v pifipadé porovnavani vysledki pfimo s Dahlovymi potkany. Bylo
zjisténo, Ze hladina mRNA 11HSD2 v ledvin€ neni odlisna u samcl a samic [256]. Tyto
vysledky hovofi ovSem o hladiné mRNA, kterd nemusi vZdy korelovat s enzymovou
aktivitou.

Sexualni dimorfismus byl jednoznaéné prokazan v 11HSDI. Bylo naméreno, ze
aktivita jaterni 11HSD1 je vy$$i u samcl nezli u samic zfejmé€ diky estrogenim, které
aktivitu 1 1THSD1 snizuji [257]. I hladina mRNA 11HSD1 byla v jatrech 18x vy$§i u samci
nezli u samic, v ledviné pouze 1,4x [235]. Je zndm u¢inek pohlavnich steroidnich hormont
a rastového hormonu 1 na 11HSD?2, a tak nelze vyloudit, Ze pravé tyto hormony jsou
zodpovédné za pohlavné asociované rozdily v aktivité 11HSD?2 [92, 235, 257, 258].

Bylo prokéazano, Ze samice hypertenznich potkanl (studovano u kmene ,New
Zealand hypertensive rats*) vyluéuji vice Na*, K™ a CI ve srovnani s hypertenznimi samci
a normotenznimi samicemi. Toto zvySeni u samic je doprovazeno niz$i koncentraci
aldosteronu a naopak vy$si koncentraci kortikosteronu v plazmé [259]. Nase vysledky
vylucuji, Ze by tento rozdil mohl byt zplisoben pohlavnimi rozdily v 11HSD2. Pokud
uvazime, Zze 11HSD2 hraje roli v prereceptorové modifikaci glukokortikoidd a zabraruje

jejich vazbé na MR, je zfejmé, Ze nizsi aktivita tohoto isoenzymu vede k zvysené aktivaci
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MR a néaslednému zvysenému vychytavani Na* v ledviné. Niz§i aktivita 1 THSD2 u samic
oproti samctim tudiZ nevysvétluje vy$si vyluovani Na' ledvinami. Pokud bychom ale
pripustili, Ze glukokortikoidy mohou s MR vytvaret neaktivni komplex stejné jako se
predpoklada v srdci, pak by vyS3i aktivita u samcli naznaCovala zvySenou schopnost
degradace glukokortikoidii v tkéni, nasledné pak zvySenou aktivaci MR aldosteronem,
zvysenou retenci Na' a moznost rozvoje hypertenze. Pro platnost této druhé teorie
v ledving a tra¢niku chybi oviem jakékoliv ditkazy.

Rozdily v aktivit¢ 11HSD2 nalezené v ledvinové dfeni mezi spontanné
hypertenznim potkanem (SHR) a normotenznim WKY se neshodovaly s vysi krevniho
tlaku, ackoliv je znamo, Ze hypertenzni potkani (SHR i DS) vyluéuji méné Na" [260, 261].
Snizené vylu€ovani Na' by teoreticky mohlo byt spojeno sniz§i aktivitou 11HSD2
v ledving, ovSem na$e vysledky prokazaly naopak vy$si aktivitu u hypertenznich potkant
SHR. I z dalSich vysledkl je zfejmé, Ze 11HSD2 v ledviné nehraje roli v patogenezi
hypertenze SHR potkant. Nebyly nalezeny ani Zadné rozdily v ledviné Dahlovych
potkant. To souhlasi s vysledky i jinych autord, ktefi nenasli Zadné vyznamné zmény
v hladiné mRNA 11HSD2 mezi Dahlovymi potkany [256]. Ani studie u lidi neukazala, ze
by sniZena aktivita 11HSD?2 pfispivala ke zvySeni krevniho tlaku po zvyseném prijmu soli
[262]. Zmény ve vyluCovani Na" u hypertenznich potkanti budou mit tudiz jiny ziejmé
geneticky podklad. Na druhou stranu byl pfinejmensim v jedné praci popsan kmenovy
rozdil v 11HSD2 mezi Dahlovymi potkany (,,Dahl-Iwai rats®). V této praci byla u DS-HS
potkant nalezena vyznamné niz$i enzymova aktivita a hladina mRNA 11HSD2 oproti
Dahlovym potkanim rezistentnim k zvySenému piijmu soli také drzenych na vysokosolné
diet¢ (DR-HS) a DS potkanim na nizkosolné diet¢ (DS-LS). Toto sniZeni bylo
doprovazeno 1 zvySenym pomérem vyluCovaného kortikosteronu/l1-dehydro-
kortikosteronu [263].

Podobnou situact jako v ledving bylo mozné pozorovat i v traéniku. Zatimco mezi
kmeny SHR a WKY byly patrné kmenové rozdily, mezi Dahlovymi potkany nebyly Zadné
rozdily prokazany. Potkani kmene SHR tak byli schopni vice metabolizovat kortikosteron
na 11-dehydrokortikosteron neZli normotenzni kmen WKY, coz v disledku miZe vést k
zajisténi vyssi selektivity MR pro aldosteron u SHR potkani. Ani v tomto pfipadé se
nalezené rozdily neshodovali s vySkou krevniho tlaku.

V aorté byly zaznamenany jak kmenové tak 1 pohlavni rozdily v aktivité¢ 11HSD2.

Aktivita byla vyssi u samcil obou studovanych kment Dahlovych potkanii a zaroven vyssi
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u samci 1 samic potkana DR-HS nezZli u hypertenzniho potkana DS-HS. Tyto vysledky se
shoduji s jiz diiv€jSim pozorovanim u Dahlovych potkant (,,Dahl-Iwai rats*). I zde byla
pozorovana nizsi aktivita a dokonce 1 hladina mRNA 11HSD2 u DS-HS potkant [263,
264]. Vyssi aktivita 11HSD2 v aort¢ samct DS-HS potkanl nevysvétluje zvySenou
predispozici samcl k rozvoji hypertenze. Uvazime-li, Ze vyssi aktivita tohoto isoenzymu
zplisobuje zvysené odbouravani glukokortikoidd, je ziejmé, Ze nizsi lokalni koncentrace
glukokortikoidd u samcii by mohla mén€ potencovat vasokonstrikéni ucinky napt.
noradrenalinu ¢i angiotenzinu II. Patogeneze soiné hypertenze u Dahlovych potkant neni
zatim zfejma, ovSem je moZné, Ze vyznamnou roll v tomto procesu bude hrat prave
11HSD2 v cévach [255, 263-267]. SniZena konverze glukokortikoidd u DS-HS oproti DR-
HS potkaniim na méné u¢inné [1-oxo derivaty mize vést k zvySeni lokalni koncentrace
glukokortikoidd, a tak i k ovlivnéni plisobeni vasokonstrikénich latek [27, 28].
Mechanismus interakce 11HSD2 a vaskularniho tonu neni v soucasnosti objasnén.
Je ale znamo, Ze prostaglandiny, vyznamné vasokonstrikéni faktory uvolilované
z endotelu, jsou inhibitory 11HSD2 [148]. Zendotelu jsou uvoliovany také dalsi
vasoaktivni mediatory (endotelin-1, NO), které jsou zapojeny nejen do regulace
vaskularniho tonu ale 1 cévni struktury [268-270]. K stimulaci exprese endotelinu a k
snizeni hladiny NO v cévach potkanl (zfejmé€ jako nasledek sniZzeni hladiny NO-syntasy
(NOS)) vedlo intraperitonedlni podavani GA [253], coZ je vyznamny inhibitor 1 obou
isoenzymit 11HSD. Nase vysledky ukéazaly nizsi aktivitu 11HSD2 v aort¢ Dahlovych
potkanii DS a je znamo, Ze tito potkani maji 1 niZ8f hladinu jak inducibiln{ tak 1 endoteliaini
NOS v aort€ nezli potkani DR. Mimoto hladina obou NOS je vyznamné niZsi u potkani
drZzenych na vysokosolné dieté [271]. Nizsi aktivita 11HSD2 u DS potkanili by tak mohla
byt spojena nejen s vyssi lokalni koncentraci glukokortikoidd, ale 1 s nizsi hladinou NO
vcévach a ve svém dasledku s menSimi vasodilatacnimi schopnostmi. Bylo takeé
prokazano, ze samotné inhibice NOS u DR potkant zptsobuje sil-senzitivni hypertenzi u
t€chto potkani [272], av§ak u€¢inek NO na 11HSD2 ptimo v aorté neni zatim znam.
Zavérem lze tici, ze aktivita 1 1HSD2 byla vyznamné vys$i u samcl oproti samicim.
JelikoZ tento isoenzym funguje jako dehydrogenasa a tudiz snizuje lokalni koncentraci
glukokortikoidi, je nepravdépodobné, Ze by byl pfimo zapojen do procesu vzniku
pohlavné-asociované hypertenze. Nicméné, vysledky z aorty DS potkanid naznacujici nizsi

inaktivaci kortikosteronu v této tkani oproti DR potkaniim. Naru§ena aktivita 11HSD2 by
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mohla potencionalné hrat roli v regulaci vaskulamiho tonu a tim i krevniho tlaku u DS

potkani.

6.2.11B-hydroxysteroiddehydrogenasa v placenté

V soucasné dobé€ je davan velky vyznam prenatalnimu pUisobeni riznych faktord na
vyvijejici se plod. Jednim znegativnich faktord miZe byt i nadmémy prfisun
glukokortikoidt, ktery je ¢asto spojovan do souvislosti s nizsi porodni vahou a rozvojem
hypertenze v pozdéjsich stadiich Zivota [239]. Souhra obou isoenzymii 1 1HSD, které jsou
v placenté exprimovany [7, 16, 17], by tak mohla hrat vyznamnou roli nejen v regulaci
lokalni koncentrace glukokortikoidnich hormonii v placenté, ale 1 v prestupu téchto
hormont z té€la matky do plodu.

Nase vysledky prokazaly vyznamné zmény v hladiné mRNA 1 proteinu obou
1soenzymi 1 1THSD béhem vyvoje placenty. Vysokéd hladina mRNA 11HSD2 ve 13. dni
brezosti (D13) a proteinu v D14 sv&d¢i o vysoké ochrané plodu v této fazi vyvoje. Bohuzel
tyto vysledky neodrazi pouze stav v placenté, ale 1 v déloze (decidua basalis), ktera je
v teto fazi vyvoje (D13 1 D14) pevné s placentou spojena. Oba isoenzymy se v déloze
exprimuji a podléhaji vyvojovym zménam v pribéhu gravidity [39, 143]. Nelze tedy
vyloucit vysokou expresi obou isoenzymi ani v decidua basalis. Nicméné vysledky z
imunohistochemického stanoveni ukazaly maly signal pro 1HSD2 v decidua basalis
oproti placenté. BohuzZel pro 11HSDI, jejiz exprese byla také vysokd v D13, neni
v soucasné dob€ komerén€ dostupna protilatka, kterd by urcila jeji lokalizaci v tkani.

Méfenim mRNA a enzymovych aktivit byly jiz dfive demonstrovany zmény
11HSD v placenté potkani a to odd€lené¢ v labyrintové a basalni zén€ placenty. Bylo
zjisténo, Ze zatimco exprese a aktivita 11HSD1 vzrista v labyrintové zoné (studovano v
D16, D19 a D22) a klesa v basalni zéné placenty smérem ke konci gestace, 11HSD2
vykazuje opaény trend. V labyrintové zoné v D22 doslo k sniZeni aktivity a hladiny mRNA
11HSD2 oproti D16 piipadné D19. Naopak v basalni zoné doslo k zvyseni exprese tohoto
isoenzymu [17, 143]. Nage méfeni (RT-PCR a ,western blotting*) probéhlo na celych
placentach a neni tedy moZné je srovnavat pfimo s vy$e zminénymi nalezy. Avsak je
mozZné, Ze narust v basalni zéné je vyrovnan poklesem v zéné€ labyrintové a na urovni celé
placenty nemusi byt zmény patrné. Zadné markantni zmény 11HSD2 nebyly pozorovéany
ani pomoci imunohistochemie. Pro ,downregulaci 11THSD2 smérem ke konci gestace

svéd¢i pouze nizsi hladina proteinu 11HSD2 v D22 oproti D19 a piipadné nizsi oxidasova
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aktivita u Dahlovych potkant v D20 oproti D16. Ke konci gestace, kdy dosahuje hladina
mateiskych glukokortikoidd maxima [273], m@Ze dochazet ke zvySenému piestupu
glukokortikoidl z téla matky do plodu. Na druhou stranu plod miZe v tomto obdobi uz
sam regulovat hladinu glukokortikoidd, jelikoZ je u néj jiz plné vyvinutd hypothalamo-
-hypofyzami-nadledvinova osa [274].

Je ziejme, Ze oba isoenzymy jsou exprimovany také v basalni zoné placenty [17,
143], kterd je hlavnim mistem syntézy placentdmich hormoni. Funkci obou isoenzymii
vtéto casti placenty je ziejmé modulace ucinku glukokortikoidnich a ptipadng
mineralokortikoidnich hormoni pfes pfisluSné receptory. Zatimco GR byl pomoci in situ
hybridizace nalezen v obou placentamich zénach (v D16, D19 a D22), pfitomnost MR u
potkana nebyla zatim prokazana vibec [17]. U €lovéka byla ptitomnost MR prokazana
pouze vV syncytiotrofoblastu placenty a tudiz se zda, Ze kromé regulace pfestupu
mateiskych glukokortikoidd mize 11HSD2 regulovat 1 transplacentami transport
elektrolytti a vody [151, 275].

Studium souvislosti mezi rozvojem hypertenze a placentami 11HSD vychazelo z
epidemiologickych studii, které ukazaly, Ze nizkd porodni vaha a zvétSena placenta je
spojena s vétsim rizikem rozvoje hypertenze v dospélosti jedince [239, 240, 276]. Jiné
prace dokazaly, Ze zvySeny prestup glukokortikoidd z matky do plodu ma také za nasledek
zvysSené riziko vzniku kardiovaskulamich chorob v dospélosti [243-245, 277], avSak jiné
prace tento nazor vyvraceji [278]. U potkand, kterym byl podavéan inhibitor 11HSD
karbenoxolon (CBX) a dexametason, synteticky glukokortikoid slabé metabolizovatelny
11HSD2, bylo mozZné pozorovat sniZzeni porodni vahy a zvySeni krevniho tlaku
v dospélosti zvitete [243-245, 277]. Nékteré studie na placenté potkana, prasete a ¢loveka
ukdzaly korelaci mezi aktivitou placentarni 11HSD a hmotnosti placenty pripadné
hmotnosti novorozence [135, 244, 279]. V souvislosti s podavanim CBX a dexametasonu
je také dulezité uvazit vyznamny ubytek hmotnosti samic [243, 245], protoZze sama
kachexie béhem gestace ziejmé vede k retardaci ristu a vzniku hypertenze [280]. Omezeni
proteind ve vyzivé o 50 % u potkani v dobé bfezosti ma za nasledek nizsi porodni
hmotnost, sniZeni hladiny mRNA 11HSD?2 v placenté (studovano v D14 a D20) a nasledné
také v ledviné dospé€lého jedince [281, 282]. Na zéakladé téchto skuteCnosti vyvstava do
poptedi otazka, zda bfezost u hypertenznich kment potkani je spojena s nizkou aktivitou
placentarni 11HSD. Tato hypotéza je podpoiena nalezy o nizké porodni vaze a vétsi

placenté u SHR oproti WKY potkantim [283].
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Nase vysledky ukazaly, Ze ani oxidasova aktivita (inaktivace kortikosteronu na 11-
dehydrokortikosteron) ani hladina mRNA 11HSD2 nebyla rozdilnd mezi hypertenznim
kmenem SHR a normotenznim kmenem WKY. Na druhou stranu reduktasova aktivita
(konverze 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron) a hladina mRNA 11HSDI1 byla
vyrazn€ niz§l u potkani SHR. Zatimco hladiny mRNA byly diky specifickym primertim
méfeny pro kazdy isoenzym zvlast’, u méfeni enzymovych aktivit je nutné zvazit pisobeni
obou 1soenzymi soucasné. 11HSDI je schopna katalyzovat oxidaci i redukci 11-hydroxy
resp. 11-oxo steroidi, zatimco 11HSD2 katalyzuje pouze oxidaci in vivo i in vitro [7]. Je
tedy zfejmé, Ze kli¢ovou otazkou je, jak funguje 11HSD1 v placenté in vivo. Pokud
katalyzuje oxidaci (11p-dehydrogenaci), miZe ptispivat k inaktivaci kortikosteronu.
Naproti tomu, pokud katalyzuje ptevazné redukci 11-oxo steroidl, potom by mohla
11HSD1 lokaln€ zvySovat hladinu glukokortikoidl. JelikoZ jsme nenasli Zadné rozdily
v oxidasové aktivité (tkanové fezy 1 tkanovy homogenat), ukazuji nase vysledky spise na
druhou mozZnost. Je patrmé, Ze placenty potkani WKY maji na konci gestace vyssi kapacitu
pro syntézu kortikosteronu z méné u¢inného 11-dehydrokortikosteronu. To mizZe vést
k vétsimu prestupu glukokortikoidl do plodu nebo zvysené aktivaci GR v placentg.

U Dahlovych potkanti byla situace odliSnd. Ani vtomto piipadé nebyly sice
nalezeny Zadné kmenové rozdily (v D16 1 D20) v oxidasové aktiviteé 11HSD, hladiné
mRNA a proteinu 11HSD2, ale byly patrné vyrazné vyvojové rozdily. V driveéj§im stadiu
vyvoje (D16) byla u hypertenznich potkani DS-LS hladina mRNA 11HSD2 niZ8i neZli
v D20. Tyto vysledky se neshodovaly shladinou proteinu, nebot’ zde nebyly Zadne
vyvojové zmeény patrné. Vyvojové zmeény byly ale zjiStény pfi méfeni oxidasové aktivity,
avSak vyrazné vyssi aktivita byla naméfena v D16 nezli v D20 u obou Dahlovych kmenti
potkanti. Kromé toho byl zjistén markantni vyvojovy i kmenovy rozdil v hladin€ mRNA
I11HSDI1 a reduktasové aktivit¢ 11HSD. Potkani DS-LS méli vyznamné vyssi hladinu
mRNA 11HSD1 v D20 nezli potkani DR-LS a neZli potkani DS-LS v D16. Reduktasova
aktivita byla stejné jako oxidasova vyssi v D16 nezli v D20 také u obou Dahlovych kmenil.
Navic potkani DS-LS v D20 metabolizovali 11-dehydrokortikosteron vice nezli potkani
DR-LS. Otazkou je, ¢im miiZze byt tato neshoda mezi hladinou mRNA a aktivitou
zpisobena. Jednim z vysvétleni by mohla byt regulace enzymové aktivity pfimo v tkani.
Nekteré prace dokazuji, Ze 11HSD2 je funkéni jako monomer, ale vytvari i neaktivni
dimery. U 11HSDI1 je to zfejmé naopak. Ta je aktivni jako dimer a neaktivni jako

monomer [41, 54]. Je tedy mozné, Ze pouze regulace reverzibilni dimerizace na bunééné
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urovni mGze ovlivnit aktivitu obou isoenzym, coZ ale nemusi mit vliv na hladinu mRNA.
To potvrzuji 1 nase predbézné pokusy s dithiothreitolem (DTT), ktery byl pridavan do
reakéni smési. V zavislosti na koncentraci DTT byl pak pozorovan nartst
dehydrogenasové aktivity (vysledky nejsou soucasti této dizertani prace). Dal$im
vyznamnym faktorem, by mohl byt i1 samotny rychly vyvoj placenty. U potkanli Wistar je
patmé, ze vysSi hladin€é proteinu v D14 pfedchazi vyssi hladina mRNA v D13. Délka
bfezosti u potkanll je pfiblizné 23 dni a pii tak rychlém vyvoji placenty nemusi
v jednotlivych dnech souhlasit hladina mRNA s mnoZstvim proteinu a ani pfipadné s jeho
aktivitou.

Z vysledkil je patrné, Ze jsme nezaznamenali Zadny rozdil, ktery by naznacoval
poruSenou placentarni bariéru (v podobé 11HSD2) pro glukokortikoidy u hypertenznich
potkand. Nicméng, dilezitou roli u téchto potkant miize hrat 1 1HSD1. Jako jediny enzym
je schopen konvertovat méné ucinny 11-dehydrokortikosteron na kortikosteron. Tato
tvorba aktivnich glukokortikoidl in vivo v placenté potkand muize byt velmi vyznamna,
protoze koncentrace 11-dehydrokortikosteronu v plazmeé je relativné vysoka a zaroven je
tento steroid daleko méné€ vazan na plazmatické proteiny nezli kortikosteron [284].
Experimenty na placentach potkana a paviana ukézaly, Zze 1 IHSD1 je spojena s placentami
konverzi kortisonu a 11-dehydrokortikosteronu na kortisol resp. kortikosteron [143, 285].
Nicméné€ naSe pokusy na tkanovych fezech placent hypertenznich a normotenznich
potkani naznacuji, Ze prevlada oxidace (11B-dehydrogenace) nad redukci. Rozdil téchto
aktivit v D20 byl vyznamné niz8i u hypertenzniho kmene DS-LS neZli u kmene DR-LS,
coz naznacuje niz$i kapacitu inaktivace kortikosteronu u hypertenzniho kmene. Mezi
kmeny SHR a WKY nebyl patrny Zadny rozdil.

U potkanti ovliviuji glukokortikoidy v posledni tfetin€ gestace vyvoj organd, které
jsou zapojeny do regulace krevniho tlaku [286]. Podavani dexametasonu nebo CBX
potkaniim béhem této periody gestace vedlo k rozvoji hypertenze v dospélosti mlad’at [150,
243, 277]. Prenatalni ovlivnéni glukokortikoidy je tedy pfinejmensim vyznamné v posledni
ukazuji, Ze na konci gestace (D20) nehraje placentarni 11HSD?2 roli v hormonalnim
Lnaprogramovani‘“ hypertenze u potomkut potkani kmene SHR a DS. To samé se da fici1 0
drivéj$im stadiu brezosti (D16) u Dahlovych potkani. Naproti tomu nemtize byt
vylouc€eno, Ze urity podil na rozvoji hypertenze ma rozdilna exprese 11HSDI1. Tento

isoenzym je kolokalizovan s GR [17] a navic je znamo, Ze mnoho dilezitych
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placentarnich funkci, véetné syntézy prostaglandintl, steroidnich a peptidovych hormont,
je ovlivnéno glukokortikoidy [287-289]. Kazdopadné lokalni koncentrace glukokortikoid
muize byt zavisla na aktivité téchto enzymd.

Demonstrovali jsme, Ze oba isoenzymy placentarni 1 THSD podléhaji vyznamnym
vyvojovym zménam. | IHSD2 v D16 u DS-LS potkanti a v D20 u DS-LS a SHR potkanti
neni ziejmé zapojena do procesu ,,naprogramovani‘ hypertenze v dospélosti, nebot’ nebyly
zaznamenany zadné rozdily v hladin€ mRNA a proteinu 11HSD2 a ani v aktivité tohoto
isoenzymu mezi hypertenznimi a normotenznimi kmeny. Vyrazné rozdily byly patrmé
v 11HSDI. Nemuzeme tak vyloucit, Ze tento faktor v kombinaci s jinymi fetalnimi nebo
maternalnimi faktory (napt. faktory, které byly ukézany pri reciprokém pienosu embryi u
Dahlovych [290], ale ne u SHR a WKY potkand [291]) miiZe byt kriticky pro rozvoj

hypertenze v pozd€jSim Zivote.

6.3.11B-hydroxysteroiddehydrogenasa v srdci

Nase vysledky jasn€ prokazuji ptitomnost obou isoenzymu | 1HSD v srdeéni tkani
potkana na urovni mRNA. Zatimco pfitomnost 11HSD1 v srdci byla jiz demonstrovana
mnoha autory [80, 201, 207, 292], o pritomnosti 11HSD2 se vedly spory. Pomoci in-situ
hybridizace [205], ribonukleasové protektivni analyzy [201] a méfeni enzymové aktivity
[207] nebyla v srdci potkana prokazana pfitomnost tohoto isoenzymu. Nase vysledky jsou
v souladu s nedavno provedenou studii u potkanl, kterd potvrdila pfitomnost mRNA
11HSD2 pomoci RT-PCR v redlném ¢ase [206] a s pozorovanim u ¢lovéka, kde byly také
prokdzany oba isoenzymy 11HSD. Stejné jako nase vysledky svéd¢i o niZ§i expresi
11HSD2 oproti 11HSDI1 [2, 29, 194, 204]. Nizkéa hladina 11HSD?2 v srdci tak naznacuje
vyskyt v minoritnich bunkach srdce napf. v endotelovych burnikdch velkych cév nebo
v imunitnich bunkach [2].

Uréité nejasnosti zlstavaji 1 kolem 11HSD1. Sekvence mRNA vymezena primery
sice odpovida sekvenci 11HSD1 zledviny a jater, avsak enzymaticky ji neodpovida.
NADP"-dependentni aktivita zaznamenana pfi nizké koncentraci kortikosteronu jako
substratu naznacuje spiSe pritomnost jiné formy enzymu ¢i dal§iho isoenzymu, ktery je
nékterymi autory oznacovan jako 11HSD3 [57, 58].

Kortikosteroidni hormony hraji jak u clovéka tak 1 u potkana roli pii vzniku
srdecni hypertrofie a fibrézy [2, 195, 209]. Jak je zajisténo zprostiedkovani jejich signalu

v srdei v8ak jasné zatim neni. V kardiomyocytech jsou exprimovany jak glukokortikoidni
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(GR) tak 1 mineralokortikoidni receptory (MR), kdeZto v srde€nich fibroblastech pouze GR
[201]. 11HSDI, kterd in vive pracuje pfevazné jako reduktasa a tim zvySuje lokalni
koncentraci glukokortikoid(i, je exprimovand v srdci novorozeného potkana jak
v kardiomyocytech tak 1 fibroblastech [201], zatimco u dospélého potkana byla detekovana
pouze ve fibroblastech [80]. Nizka hladina 11HSD2, kterd v ledviné i traéniku zajit'uje
selektivni vazbu aldosteronu na MR tim, Ze preménuje kortikosteron na méné ucinny 11-
dehydrokortikosteron, oviem naznaduje, ze MR v srdci nejsou dostateéné nebo v limitnim
ptipad¢ nejsou vibec chranény pied pfemirou glukokortikoidd. UvaZuje se o tom, Ze
glukokortikoidy funguji v srdci spiSe jako antagonisté nezli jako agonisté MR. Tuto teorii
podporuje nékolik praci. Zaprvé, dvé nedavné studie RALES a EPHESUS ukazaly, Ze
podavani nizkych davek spironolaktonu, antagonisty MR, lidem se srde¢nim selhanim
vede k zlepSeni jejich zdravotniho stavu [209]. Zadruhé, cilena nadprodukce 11HSD2
piimo v kardiomyocytech mysi byla spojena s rozvojem srdecni hypertrofie a fibrézou a
vedla k srde€nimu selhani. 11HSD?2 tak mlze u téchto mysi sniZzovat lokalni koncentraci
glukokortikoidli v srdci a tim povolit aldosteronu ve vétsi mife aktivovat MR. Eplerenon,
selektivni blokator MR, ved! k zlep$eni fenotypu téchto mysi [210]. Zatfeti, bylo
prokazano, 7Ze potkani s maligni hypertenzi (potkani kmene M-SHRSP (,,Malignant stroke-
prone SHR*)) maji vy$si hladinu mRNA 11HSD2 v srdci nezli potkani normotenzniho
kmene WKY [206].

Vztah mezi 11HSD a srdecni hypertrofii a fibrézou jsme se snazili objasnit na
zaklad€ studia dvou hypertenznich kment potkani (SHR, DS), u kterych je hypertenze
provéazena hypetrofii a remodelaci srdce [293-295]. Ackoliv Konishi et. al. [206] nenasli
zadny vyznamny rozdil v hladiné mRNA 11HSD2 mezi kmeny SHR a WKY, z
naSich vysledkt vyplynulo, Ze SHR potkani maji 2x niz§{ hladinu mRNA tohoto
1soenzymu oproti normotenznim kontrolam WKY. D4 se tedy usoudit, Ze 1 1HSD2 nehraje
roli v patogenezi vzniku srdeéni hypertrofie u SHR potkant. Exprese MR v srdei SHR a
WKY potkanl je pfiblizné stejnd [206, 296] a tudiZ niZz8i hladina 11HSD2 své&déi o
moznosti zvy$ené hladiny neaktivniho komplexu MR-glukokortikoid. Zda dojde k aktivaci
tohoto komplexu ¢i nikoliv bude vyzadovat dalsi studie. Také byl zaznamenan kmenovy
rozdil v hladin€ mRNA 11HSD2 mezi Dahlovymi potkany. U potkani DR-LS byla
exprese vys$i nezli u potkani DS-LS. Tento rozdil nebyl ov§em zaznamenan mezi potkany
na vysokosolné dieté. Je tedy zfejmé, Ze nadprodukce 11HSD2 v srdci neni nezbytna pro

rozvoj srde¢ni hypertrofie a fibrézy.
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Vznik srde¢ni fibrézy, je komplexni d&j na kterém se podili fada faktord. V ramci
studia 11HSD by tento d& nemél byt spojovan pouze s aktivaci MR, ale spise s
aktivaci GR, které jsou spolu s 11HSDI1 exprimovény ve fibroblastech. Mezi DS a DR
potkany jsme nalezli vyznamny rozdil jak v expresi, tak 1 aktivité tohoto i1soenzymu. Zda
se tedy, Ze DR potkani jsou schopni efektivnéji zvy$ovat hladinu glukokortikoidi nezli DS
potkani. Vy3s§i lokalni koncentrace glukokortikoidii by se u DR potkand mohla uplatnit
autokrinné pti vazbé na GR ve fibroblastech ¢i parakrinné pti vazbé na MR a GR
v kardiomyocytech. Pokud uvaZime mozZnost, Ze glukokortikoidy v srdci plsobi jako
antagonisté MR [209, 210] a ne jako agonisté, tak dostupnost glukokortikoidd a tim
vytvareni neaktivniho komplexu MR-glukokortikoid u DS potkand mize byt mensi nezli u
DR potkanl. Tento vyrazny kmenovy rozdil v metabolismu glukokortikoidl v srdci by
mohl pfispivat k rozdilné citlivosti DS a DR potkanil na piijem soli a pfispivat k rozvoji
hypertrofie u DS-HS potkant [293, 297].

U Dahlovych potkanid jsme nenasli zadny vyznamny vliv vysokého ptijmu soli na
aktivitu a mRNA obou isoenzym srde¢ni 1 1THSD 1 kdyZ u DS potkani doslo k vyraznému
nardst hmotnosti srdce. To je v souladu s pracemi, ve kterych bylo prokazano, ze vysoky
pfijem soli nema vliv na metabolismus glukokortikoidi. V ledviné a v jatrech nebyl
zaznamenan Zadny vliv zvySeného pfijmu soli na aktivity [IHSD [77, 298]. Naopak
v nékterych studiich, byl po vysokosolné dieté¢ zaznamenan narlst aktivity 11HSDI
v ledvin€ [76] a pokles v aktivite¢ 11HSD?2 v tra¢niku [77, 85]. Nicméné Melander et al.
[299] neddvno ukazali, Ze vliv 11HSD na indukei solné hypertenze je bezvyznamny.

Tato studie poukazuje na rozdilny metabolismu glukokortikoidd mezi kmeny
potkant s rliznou formou hypertenze (SHR, DS). Vysledky ovSem ukéazaly, ze ani | THSD2
ani 11HSD1 neptredstavuji etiologicky faktor, ktery hraje roli v patofyziologii srde¢ni
hypertrofie.

6.4.11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a metabolicky syndrom

Metabolismus glukokortikoiddi ve vztahu k metabolickému syndromu, ktery je
doprovazen hypertenzi, obezitou, isulinovou rezistenci, hyperlipidémii,atd., jsme studovali
na modelu hypertriglyceridemického kmene potkana (HTG). Tento kmen je znam
rozvojem neobézni isulinové rezistence, ktery je mozno prohloubit zvySenym piijmem
sacharidd (sacharosa, fruktosa) [300, 301]. Z vysledkl je zfejmé, Zze HTG potkani maji

zvySenou aktivitu 11HSDI1 v jatrech. Jejich schopnost intrahepatalni regenerace
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glukokortikoidll je tak vyssi neZli u obycejnych potkand Wistar, z kterych byli pivodné
vyslechténi. Stejny fenotypovy obraz byl pozorovan i u mysi scilenou nadprodukci
1THSDT v jatrech [90]. Otazkou je, zda vyssi aktivita 11HSD1 v jatrech muze piispivat i
ke zvyseni celkové plazmatické hladiny glukokortikoidd. Odpovéd je zatim zfejma u
téchto mysi, kde nebyly zjistény zadné rozdily v plazmatické hladiné téchto hormont
oproti netransgenim mys$im, a tudiz je pravdépodobné, Ze plsobi pouze autokrinné ¢i
parakrinné [90].

Fruktosova dieta vedla ke zvySeni aktivity 11HSDI1 pouze v traéniku a
v mezenterialnich cévach. Zadny vliv nebyl zaznamenan v jatrech, srdci a v ledving,
Mimoto nebyl patrny ani viiv zvySeného pfijmu fruktosy na aktivitu 11HSD2. Vzhledem
k tomu, Ze tato dieta zvySuje plazmatickou hladinu insulinu, lze pfedpokladat, Zze pravé
insulin by mohl byt zodpovédny za tkanové specifickou stimulaci 11HSD1. Jeho vliv na
sttevni 11HSD2 1 na cévni 11HSDI1 je v souladu s dfivéj$imi studiemi. Bylo zji§téno, Ze
insulin neovlivituje konverzi kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron katalyzovanou
11THSD2 ve stievé [86], ale ma ,upregula¢ni vliv na hladinu mRNA 11HSDI
v hladkosvalovych bunikach cév [192]. Naopak odlisné jsou vysledky zjater, nebot’
v primarni kultufe hepatocyti mél insulin inhibiéni vliv na aktivitu 11HSD1 [92] a zarovén
,<downregula¢ni‘‘ u¢inek na expresi | ITHSD1 [302].

Pii interpretaci vysledkl z tkanovych homogenati mezenterialnich cév je dilezité
zvazit moznou pritomnost zbytkl tukové tkané, ve které je 11HSDI také exprimovana.
V mezenterialni a ani v subkutanni tukové tkani nebyl v8ak Zadny vliv fruktosové diety na
hladinu mRNA patrny, a tak pfipadna kontaminace touto tkani nemfze mit vyznamné;si
vliv na interpretaci vysledkid z mezenterialnich cév.

Stejné jako u mysi s nadprodukci 11HSDI1 v jatrech [90] tak 1 u HTG potkani
nebyly zaznamenany zZadné znamky obezity. Nebyl patrny zadny hmotnostni rozdil mezi
potkany Wistar a HT'G a nebyla ani patrna zména hmotnosti po fruktosové dieté. S tim
nepiimo souhlasi 1 ndmi zji§t€nd nezménéna hladina mRNA 11HSD1 ve studovanych
tukovych tkanich. Glukokortikoidy, které mohou byt v tukové tkani pomoci 11HSDI
syntetizovany, stimuluji diferenciaci preadipocyti ve vyzralé adipocyty a ovliviiuji tak
mnozstvi tukové tkané [174-176, 303]. To bylo patrné také pii cilené nadprodukci
11THSD1 v adipocytech mysi, ktera vedla k vytvofeni centralni obezity [182, 215]. Take
studie u obéznich ZDF potkanil (,,Zucker Diabetic Fatty Rats®) [214] a n€které [213, 304-

306], ale ne v8echny [307] studie u ¢loveka prokazaly, Ze obezita je doprovazena zvysenou
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expresi C1 aktivitou 11HSD1 v tukové tkani a ¢asto naopak snizenou v jatrech. Navic je
znamo, ze insulin neovliviiuje 1 THSD1 v lidskych tukovych bunkach [99].

Z vysledkil je také zfejmé, Ze vyrazna hypertenze u HTG potkant na fruktosové
diet¢ muze byt dana zvySenou aktivitou 11HSDI1 v cévach. Zvysena lokalni koncentrace
glukokortikoidd pak mize potencovat ucinek fady vasokonstrikénich latek jako jsou
noradrenalin a angiotensin-II [27, 28]. Nezodpov€zenou otazkou ovSem zistava, jaké
mechanismy vedou ke vzniku hypertenze jiZ u samotnych HTG potkant. Nebyly nalezeny
zadné rozdily v aktivité 1 1HSD2 v mineralokortikoidné cilovych tkanich (tra¢nik, ledvina)
mezi kmeny HTG a Wistar, které by vedly k nadmémé aktivaci mineralokortikoidnich
receptord a tim k rozvoji hypertenze. Jednou z moznosti, jak vysvétlit pfidruzenou
hypertenzi by mohla byt zvySend exprese angiotenzinogenu v jatrech, kterd byla
pozorovand u mysi s nadprodukci jaterni 11HSD1 [90]. Studie pfimo na HTG potkanech
ale ukazala, Ze se u téchto potkanl nejedna o renin-dependentni hypertenzi, nybrz ziejmé o
zvysenou vasokonstrikci zavislou na sympatickém nervovém systému [308].

JiZ v predeslé kapitole (kap. 6.3) byla diskutovana moZnost pritomnosti jiné formy
enzymu [ 1HSDI1 ¢&i pfitomnosti 11HSD3 v srdci. Tato moznost se neda vylouéit ani u
nami studovanych potkand (HTG, Wistar). Navic obdobna NADP"-dependentni aktivita
zaznamenana pil nizké koncentraci kortikosteronu jako substratu byla pozorovéana 1 v
mezenterialnich cévach.

Nase vysledky ukazaly vyznamné zvy$enou intrahepatalni syntézu glukokortikoidi
z jejich méné u€innych 11-oxo denivati u HTG potkand. Tito potkani tak vedle mysi
s nadprodukei jaterni 11HSD1 predstavuji druhy zvifeci model, u kterého je asociovana
supregulace™ 11HSD1 se vznikem neobézni insulinové rezistence. Zda se jednad o
,upregulaci na trovni mRNA ¢i proteinu bude vyzadovat dal$i studu. Dale tato studie
prokazala, Ze aktivitu 11HSD1 v cévach je mozné zvysit vysokym pifijmem sacharidi
(ztejmé jako nasledek elevace insulinu), coZ miZze mit patofyziologické nasledky na vysi

krevniho tlaku.
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7. ZAVER

Na poloZené otazky v uvodu studie Ize odpoveédét takto:

Je vyssi predispozice ke vzmniku hypertenze u samcu oproti samicim spojena

s pohlavné asociovanymi rozdily 11-hydroxysteroiddehydrogenasy typu 2 (11HSD2)?

Vyssi predispozice k rozvoji hypertenze u samcii Dahlovych potkani citlivych
k zvy§enemu prijmu soli (DS) a spontanné hypertenznich potkani (SHR) patrné
nesouvisi s rozdily v aktivité 11HSD2. Nebyl nalezen Zadny dikaz o nizsi aktivité
11HSD2 u samci oproti samicim v mineralokortikoidné cilovych tkanich (ledvina,
kolon), které¢ by naznacovaly zvySenou aktivaci mineralokortikoidnich receptori.
Ackoliv vysledky neprokazaly ani pohlavni rozdily v aktivité 11HSD2 v aorté, které
by vedly k rozdilné modulaci dalSich vasokonstrikénich latek, bylo poukazano na
potencialni roli tohoto isoenzymu v cévnim systému p¥i regulaci krevniho tlaku u

Dahlovych potkanii.

Existuji _vyvojové zmény obou isoenzymu [11[-hydroxysteroiddehydrogenasy v

placenté potkanu? Maji hypertenzni potkani pozménénou placentarni bariéru pro

glukokortikoidy?

V placenté potkanii existuji vyznamné vyvojové zmény jak 11HSDI, tak i
11HSD2. Rozvoj hypertenze neni u DS ani u SHR potkani spojen s poruSenou
placentarni bariérou (v podobé 11HSD2) pro glukokortikoidy, ktera by vedla
k vy$§imu prestupu glukokortikoidi z téla matky do plodu. U DS potkani je ovSem
na konci gestace vyznamné zvySena exprese 11HSD1, ktera in vivo zvySuje hladinu
glukokortikoidii. U tohoto kmene miiZe tudiZz dochazet ke zvySenému prestupu
glukokortikoidii do plodu diky 11HSD1 spiSe nez Kk jejich nedostate¢nému
odbouravani pomoci 11HSD2.

Lze detekovat oba isoenzymy 11[-hydroxysteroiddehydrogenasy v srdedni tkani

potkana? Je srdecni hypertrofie béhem hypertenze spojena se zménami obou isoenzymui

11 B-hvdroxysteroiddehydrogenasy v srdci?

V srde¢ni tkani jsou sice exprimovany oba isoenzymy 11HSD, ale 11HSD2

nékolikanasobné méné nezli 11HSD1. Hypertrofie srdce u DS ani u SHR potkani
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nesouvisi s rozdily v 11HSD jelikoZ v Zadném pripadé nebyla hypertrofie provazena
supregulaci“ 11HSD2 pripadné ,downregulaci® 11HSDI1. Nicméné z vysledki je
patrné, Ze lokalni koncentrace glukokortikoidii v srdci miize byt vys$s$i u DR neZli u

DS potkani.

Existuji rozdily v metabolismu_glukokortikoidu u potkani, jejichZ fenotyp odrdZi

metabolicky syndrom?

U hypertriglyceridemického kmene potkana, u néhoz dochazi k prohloubeni
neobézni insulinové rezistence po zvySemém prijmu fruktosy, jsme prokazali
vyznamné vysSi intrahepatalni aktivitu 11HSD1 a tim i schopnost regenerace
glukokortikoidii z jejich 11-oxo derivati. Navic byl prokazan vliv fruktosové diety na
aktivitu cévni 11HSDI1, ktera tak miiZze hrat roli v rozvoji hypertenze u téchto
potkanii. U téchto potkani nebyl na drubou stranu pozorovian ZzZadny rozdil

v odbouravani glukokortikoidi pomoci 11HSD?2.

Tato prace svédci o vyznamné roli prereceptorového metabolismu glukokortikoidi
v cilovych tkani. PoruSeni rovnovany mezi syntézou a odbourdvanim glukokortikoidd
v tkan1 mize vést k patofyziologickym staviim jako je napf. rozvoj hypertenze a neobézni
insulinova rezistence. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 1 (11HSD1) a typu 2
(11HSD2), které jsou za tento prereceptorovy metabolismus zodpovédné, by mohly byt

v budoucnu jednim z cili terapie.
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9. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1 laHP 1 1a-hydroxyprogesteron

11HSD 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa

ITHSD1 (L) 1 13-hydroxysteroiddehydrogenasa isoenzym 1

11THSD2 (K) 1 1B-hydroxysteroiddehydrogenasa isoenzym 2

1THSD3 1 1B-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 3

A (v souvislosti s metodou ,,western blotting™) pufr: 5 % odtucnéné

susené mléko v pufru B (5 % Tween v PBS)

A (v kap.4.4.3.) absorbance
a.u. arbitrarni jednotka

ACTH adrenokortikotropni hormon
allo-THF Sa-tetrahydrokortisol

AME Syndrom zdanlivého mineralokortikoidniho nadbytku
ANOVA analyza rozptylu

Asp kyselina asparagova

ATP adenosin-5 -trifosfat
ATPasa ATP-fosfohydrolasa

B pufr: 5 % Tween v PBS

b, bp baze, par bazi

BSA hovézi sérovy albumin

BW hmotnost potkana

CBX karbenoxolon

3-(3-karbonyl-1-oxopropoxy)-11-oxo-elean-12-en-29-ova kyselina

Ceislo steroidni latka s danym poc¢tem uhlika
C-¢islo uhlik steroidni latky daného cisla
cDNA komplementarni DNA

cGMP cyklicky guanosin-3°,5‘-monofosfat
Cp ,,Crossing point*

dATP deoxyadenosin-5‘-trifosfat

dCTP deoxycytidin-5°-trifosfat

Déislo (napt. D13) den brezosti (napt. 13. den brezosti)
dGTP deoxyguanosin-5°‘-trifosfat
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DNA
DNAsa
dNTP

DR (SR/Jr)
DR-HS
DR-LS
DS (SS/Ir)
DS-HS
DS-LS
DTT
dTTP

EC

EDTA
EGF

EnR

EpR

F

FgU AV CR
GA
GABA
Gly

GR

HDL

His

HPLC

HS

HSD

HTG
HTG+F
CHO bunky
IFN

lg

IGF

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleasa

smés nukleotidd dATP, dTTP, dGTP a dCTP

kmen potkand; Dahliv potkan rezistentni k zvySenému piijmu soli

potkan kmene DR drzeny na dieté s vysokym obsahem soli
potkan kmene DR drZeny na dieté s nizkym obsahem soli
kmen potkani; Dahliv potkan citlivy k zvySenému ptijmu soli
potkan kmene DS drZzeny na dieté vysokym obsahem soli
potkan kmene DS drzeny na dieté s nizkym obsahem soli

dithiothreitol

deoxythymidin-5*-trifosfat

anteriorni epitel Cocky
ethylendiamintetraoctova kyselina
epidermalni ristovy faktor

endotel rohovky

epitel rohovky

fruktosova dieta (kromé obr.2.6)
Fyziologicky ustav Akademie véd Ceské republiky
glycyrrhetinova kyselina
4-aminomaselna kyselina

glycin

glukokortikoidni receptor

lipoprotein s vysokou hustotou

histidin

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
vysokosolna dieta (8 % NaCl)
hydroxysteroiddehydrogenasa

kmen potkani; Prazsky hypertriglyceridemicky potkan

potkan kmene HTG drzeny na fruktosové dieté
,,Chinese hamster ovary cells*

interferon

imunoglobulin

,insulin like growth factor*
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IL
Kq

Km

Lb

LH

LS

Lys

MBP

MR

mRNA

N

n

NAD', NADH
NADP", NADPH

RNA
RT-PCR
SA

SBP
SDR
SDS
SHR
TAE
TEMED
TG
THE

interleukin

disocia¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

Leydigovy bunky

luteiniza¢ni hormon

nizkosolna dieta (0,2 % NaCl)

lysin

stiedni arterialni krevni tlak

mineralokortikoidni receptor

mediatorova RNA

(tab.I a IT) nemétitelnd hodnota; (tab XIV) neméreno
pocet méteni

nikotinamidadenindinukleotid a jeho redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat a jeho redukovana forma
NO-synthasa

nepigmentovany rasnaty epitel

pravdépodobnost

fosfatovy pufr

polymerézova fetézova reakce

fenylefrin

,.peroxisome proliferator-activated receptor*

rozdil enzymovych aktivit (oxidasova minus reduktasova)
ribonukleova kyselina

reverzni transkripce nasledovana polymerazovou fetézovou reakci
,,sodikovy apetit™, potteba pfijmu soli

systolicky krevni tlak

dehydrogenasa/reduktasa s kratkym fetézcem
dodecylsulfat sodny

kmen potkanti; spontann¢ hypertenzni potkan
TRIS-acetat-EDTA pufr
N,N,N",N’-tetramethyethylendiamin

triglyceridy

tetrahydrokortison
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THF
™
TNF
TRIS
TbS
TS
Tyr
uv
Wistar+F
WKY
X
ZDF

5B-tetrahydrokortisol

mezenterialni tukova tkan

,,fumor necrosis factor*
tris(hydroxymethyl)aminomethan
trabekularni sitovina

subkutanni tukova tkan

tyrosin

ultrafialova oblast elektromagnetického zareni
potkan Wistar drzeny na fruktosove dieté
kmen potkant; potkan Wistar-Kyoto

(v souvislosti s proteinovou sekvenci) aminokyselina

kmen potkant; ,,Zucker Diabetic Fatty Rats*

129



10. SEZNAM PUBLIKACI

hydroxysteroid dehydrogenase in hypertensive and normotensive rats, Hypertens.
Res. 26 (2003) 333-338.

K. Mazancova, 1. Miksik, J. Kune§, J. Pacha, Placental 11 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase in Dahl and spontaneously hypertensive rats, Am. J. Hypertens. 16
(2003) 401-406.

K. Mazancova, M. Kopecky, I. Miksik, J. Pacha, 11 beta-hydroxysteroid dehydrogenase in
the heart of normotensive and hypertensive rats. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 94
(2005) 273-277.

F. Staud, K. Mazancova, 1. Mikgik, P. Pavek, Z. Fendrich, J. Pacha, Corticosterone transfer
and metabolism in the dually perfused rat placenta: effect of 11 beta-hydroxysteroid

dehydrogenase. Placenta (v tisku).

130



