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Sthrn: Uvod: U pacientov s reumatoidnou artritidou (RA) sa predpoklada relativne nizky tGcinok kortizolu vzhlfadom k prebiehaju-
cemu chronickému zdpalu. Jednym z moznych mechanizmov méZe byt znizena enzymova aktivita 11B-hydroxysteroid dehydrogendzy
typu 1 (11BHSD1), ktord sa podiela na premene neaktivneho kortizénu na aktivny kortizol. Cielom pilotnej Stidie bolo postidit aktivitu
11BHSD1 na systémovej a lokalnej trovni u pacientiek s RA. Siibor nemocnych: Stibor tvorilo 6 pacientiek s RA bez glukokortikoidnej terapie
(vek 29 + 2 rokov, BMI 21 + 1kg. m™) a 6 zdravych Zien (vek 30 + 2 rokov, BMI 21 + 1kg.m™2). Endogénna produkcia kortizolu bola po-
tlacend podanim dexametazénu. Aktivita 11BHSD1 sa sledovala ako zmena v koncentraciach celkového plazmatického, volného plazma-
tického, slinného a tkanivového kortizolu v podkoZznom tuku po podani 25 mg kortizén acetatu per os. Vysledky: Podanie kortizén acetatu
u pacientiek s RA aj u zdravych kontrol viedlo k signifikantnému vzostupu celkového plazmatického, vofného plazmatického, slinného
a tkanivového kortizolu. Odpovede kortizolu viak boli porovnatefné u oboch skupin. Zdver: Napriek chronickému zédpalovému procesu
maju pacientky s RA nezmenenu konverziu kortizénu na aktivny kortizol, ¢o naznacuje, Ze systémova aktivita 11BHSD1 pravdepodobne
nezodpoveda za neadekvatne nizke hladiny kortizolu u RA. NemoZno v3ak vyltcit zmeny aktivity tohto enzymu v tkanive postihnutom
zépalovym procesom.

Klicové slova: reumatoidnad artritida - 11B-hydroxysteroid dehydrogendaza typu 1 - relativna adrendlna insuficiencia - kortizol

Evaluation of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 activity in female patients with rheumatoid arthritis

Summary: Introduction: Cortisol levels in patients with rheumatoid arthritis (RA) are considered inadequate to ongoing inflammation.
One possible mechanism of the relative cortisol deficit can be decreased 11-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11BHSD1) activity, an
enzyme that converts inactive cortisone to active cortisol. The aim of the study was to determine systemic and local activity of 11BHSD1 in
female patients with RA. Methods: Six female RA patients without glucocorticoid therapy (age 29 + 2 years, BMI 21 £ 1kg/m?) and six
healthy women (age 30 + 2 years, BMI 21 + 1kg/m?) were studied. Endogenous cortisol production was suppressed by dexamethasone.
11BHSD1 activity was evaluated by changes in concentrations of total plasma, free plasma, salivary and cortisol in subcutaneous adi-
pose tissue after cortisone acetate administration (25 mg per os). Results: Concentrations of total plasma, free plasma, salivary, and tis-
sue cortisol increased significantly, however there was no significant difference between RA patients and controls. Conclusion: The result
suggests comparable systemic and adipose tissue conversion of cortisone to cortisol. Despite chronic inflammation, systemic activity of
11BHSD1 is not responsible for relative adrenal deficiency in RA. Changes in local activity of the enzyme in tissues affected by inflamma-
tory process cannot be excluded.
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Uvod

Narastajlici pocet 3tudii poukazuje
na vyznam nedostatoc¢nej glukokorti-
koidnej (GK) signalizacie v patogenéze
ochoreni vyvolanych chronickym stre-
som [1]. Ide o poruchu, kedy odpo-
ved glukokortikoidov nie je primerana
zatazovej situdcii a nepostaduje na jej
primerané zvladnutie, aj ked su tieto
hormény v cirkuldcii zvy3ené. Nedo-
statoény ucinok vznika nasledkom ich
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nedostatoc¢nej produkcie (hypokorti-
kalizmus), alebo na bunkovej Grovni
ndsledkom zniZenej odpovede (rezis-
tencia). Daldou moZnostou je poru-
cha na drovni transportu glukokorti-
koidov k cielovym receptorom. Jednym
z faktorov ovplyvriujucich dostupnost
steroidov je cytoplazmaticky enzym
11B-hydroxysteroid dehydrogendaza.
11B-hydroxysteroid dehydrogendza
je tkanivovo Specificky enzym, ktory ka-

talyzuje vzajomnu premenu kortizolu
a kortizénu. St popisané dve izoformy
11B-hydroxysteroid dehydrogenazy,
typ 1 a typ 2 [2]. 11B-hydroxysteroid
dehydrogenaza typu 1 (11BHSD1) je
nizkoafinitnd NADPH-dependentnd
reduktdza v endoplazmatickom reti-
kule, ktord v podmienkach in vivo kata-
lyzuje premenu neaktivneho kortizénu
na aktivny kortizol a amplifikuje tak lo-
kalny u¢inok GK[3]. T1BHSD1 sa viaze
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na existenciu nizkoafinitnych glukokor-
tikoidovych receptorov v tkanivdch,
v ktorych tieto hormény hraju kfticovt
tlohu, napr. v peceni, svale a tukovom
tkanive.

Reumatoidnd artritida (RA) je chro-
nické zdpalové ochorenie na autoimu-
nitnom podklade. Pacienti s aktivnou
formou RA maju mierne zniZené alebo
normélne cirkadidnne koncentra-
cie kortizolu napriek zvySenej koncen-
tracii prozdpalovych cytokinov, ktoré
st vyznamnym aktivatorom hypota-
lamo-hypofyzo-adrendlnej osi [4,5].
To podporuje hypotézu o relativne;
adrendlnej insuficiencii v patogenéze
RA [6,7]. V cirkulujucich leukocytoch
RA pacientov sa zistila redukovana
koncentracia glukokortikoidovych re-
ceptorov na 50% [8], pri¢om tento fe-
nomén nie je mozné pripisat hyperkor-
tikalizmu. Hardy et al nezistili rozdiel
v expresii glukokortikoidovych recepto-
rov vo fibroblastoch synovidlneho tka-
niva, kostnej drene a koZe za bazalnych
podmienok, ani pri odpovedi na po-
danie cytokinov u pacientov s RA a os-
teoartrézou [9]. Naopak, v oboch sku-
pinach pacientov pozorovali vyznamny
rozdiel v expresii a aktivite T1BHSD1,
ktord vykazovala $pecifické zmeny v z4-
vislosti od typu bunky ako aj pouzi-
tého cytokinu. V inej stidii synovidlne
fibroblasty nevykazovali pozitivitu na
izoformy 11B-hydroxysteroid dehydro-
gendzy ani u jedného typu ochorenia.
KedZe zdpalova aktivita synovidlneho
tkaniva u RA na rozdiel od osteoar-
trézy pozitivne korelovala s reakti-
véciou kortizénu na kortizol, autori
danej stidie predpokladaji zvysenu sy-
novidlnu aktivitu 11BHSD1 [10].

U obéznych pacientov boli zistené
zvysené koncentrdcie prozdpalovych
cytokinov TNF-a a IL-6 [11],
mozu mat silny parakrinny alebo auto-

ktoré

krinny d¢inok na expresiu 11BHSD1.
Tomlinson et al zistili v pritomnosti
TNF-a zvySenu aktivitu a expresiu
11BHSD1 v subkutdnnom a omental-
nom tukovom tkanive [12]. TNF-o. md
vyrazny priamy Gcinok na vyvoj adipo-
cytov v zmysle inhibicie diferenciécie,
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¢o vedie k apoptéze [13]. Je preto
pravdepodobné, Ze zvySend expresia
11BHSD1 a nasledne zvysend lokélna
produkcia kortizolu méze predsta-
vovat regula¢ny spatnovdzobny me-
chanizmus vodi priamemu pésobeniu
TNF-o pre opdtovné nastavenie rovno-
vahy v tukovom tkanive [12]. Naviac
zmeny systémovej aktivity 11BHSD1 by
sa mohli podielat na relativnej adre-
nokrotikélnej insuficiencii u pacientov
s RA.

Cielom préace bolo overit ¢i zvySené
systémové koncentracie zapalovych cy-
tokinov ovplyvriuji systémovu alebo
lokdlnu aktivitu T1BHSD1 a zédrover
zistit, ¢i zmeny v systémovej aktivite
11BHSD1 prispievajud k relativnemu
nedostatku kortizolu u pacientov s RA.

Sdabor a metodika

Sidbor tvorilo 6 pacientiek s RA
vo veku 29,2 + 1,7 rokov s BMI
21,0 £ 0,8kg.m™ a kontrolnd skupina
6 zdravych Zien vo veku 29,5 + 1,5 rokov
s BMI 20,8 + 1,0kg. m™2. Pacientky
s RA boli v $tadiu remisie, s dlzkou tr-
vania ochorenia minimalne 2 roky, ne-
fajciarky, bez GK terapie, s bazdlnou
lie¢bou (metotrexat, ochorenie mo-
difikujdca lie¢ba, nesteroidné pro-
tizdpalové lieky) a bez pritomnosti
iného zdvazného ochorenia okrem RA.
Zdravé dobrovolnicky boli nefaj¢iarky
a nebrali lieky, ktoré by interferovali
s neuroendokrinnou funkciou hypota-
lamo-hypofyzo-adrendlnej osi. Pre vy-
[icenie gravidity bol u vetkych oséb
vykonany tehotensky test zo vzorky
mocu. Po obozndmeni sa s protoko-
lom vy3etrenia vietky osoby podpisali
informovany suhlas o Gcasti na tudii.
Protokol Studie bol schvaleny Etickou
komisiou Narodného ustavu reumatic-
kych chorob v Piestanoch.

Vysetrenia prebiehali rdno, pricom
pacientky aj dobrovolni¢ky boli po-
Ziadané, aby 12 hod pred vySetrenim
nejedli, nepili alkoholické alebo sla-
dené ndpoje, minimalne 8 hod spali
a vyhli sa stresovym situdciam a vaé-
3ej fyzickej ndmahe. Pacientky s RA
uzili rannd davku liekov az po skon-
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Ceni vySetrenia. Pocas celého vy3Setre-
nia pacientky aj dobrovofnicky lezali
na l6zku.

Endogénna produkcia kortizolu bola
potlacend podanim 1,5mg dexame-
tazénu (Dexamethazon Léciva, Zen-
tiva a.s., Praha, Cesk4 republika)
per os v 2 dédvkach; 1. davka 1mg
0 23:00 hod vecer pred vySetrenim
a 2. davka 0,5mg o 8:30 hod réno.
Sledovania za¢inali o 8:00 hod zavede-
nim intravenéznej kanyly do kubitalnej
zily a mikrodialyza¢nej sondy s cut-off
membrany 20 kDa (CMA Microdialysis
AB, Solna, Svédsko) paraumbilikalne
do podkozného tukového tkaniva. Ako
dialyza¢ny roztok bol pouzity Ringerov
roztok, pri rychlosti 0,5 pl/min sa mi-
krodialyzat zbieral v hodinovych inter-
valoch. Po 30-minttovej stabilizacne;
faze o 8:30 hod zacal bazalny zber mi-
krodialyzatu, o 9:30 hod sa ihned po
bazidlnom odbere krvi, slin a mikro-
dialyzatu aplikovala davka 25 mg kor-
tizén acetdtu (Cortison CIBA, No-
vartis Pharma GmbH, Norimberg,
Nemecko) per os. Dalie vzorky krvi
sa odoberali 20, 40, 60, 80, 100, 120,
150, 180 a 240 min po podani korti-
z6n acetdtu, vzorky slin a mikrodialy-
zatu v hodinovych intervaloch.

Vzorky krvi sa po odbere do polyety-
[énovych skidmaviek s obsahom EDTA
(S-Monovette®, Sarstedt AG, Niim-
brecht, Nemecko) ihned schladili v dr-
venom fade a ¢o najskor scentrifugovali
prirychlosti 2 500 otd¢ok za mindtu pri
4 °C. Vzorky plazmy sa zmrazili a ucho-
vali do analyzy pri -20 °C. Vzorky slin
zbierané do polypropylénovych nado-
biek systému Salicaps (SaliCaps®, IBL,
Hamburg, Nemecko), ako aj vzorky mi-
krodialyzatu subkutanneho tukového
tkaniva zbierané do zbernych nado-
biek (Microvials, CMA Microdialysis,
Solna, Svédsko) boli ihned zmrazené
a uskladnené pri -20 °C do stanovenia
sledovanych parametrov.

Vo vzorkdch plazmy sa stanovili hla-
diny celkového plazmatického korti-
zolu komeréne dostupnym radioimu-
noanalytickym kitom (Immunotech
S.A., Beckman Coulter Group, Praha,
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Obr. 1. Koncentracie celkového (A), slinného (B), tkanivového (C) a volného plazmatického (D) kortizolu pocas kortizén
acetdtového testu (CA) s predchddzajicim podanim dexametazénu u pacientiek s reumatoidnou artritidou a u zdravych
kontrol. Vysledky st uvedené ako priemer + Standardna chyba priemeru.

Ceska republika). Volny plazmaticky
kortizol sa meral pomocou ekvilibra-
¢nej dialyzy s naslednym pouzitim imu-
noanalyzdtora Roche Elecsys 2010 [ 14].
Vo vzorkach slin a mikrodialyzatu sa
stanovil slinny a tkanivovy kortizol po-
mocou kitu enzymovou imunosorbent-
nou analyzou (IBL GmbH, Hamburg,
Nemecko). Maximdlna hormonadlna
odpoved (A__ ) bola vypocitand ako
rozdiel maximalnej a vychodiskove;
koncentracie prislusného horménu.

Na Statistickd analyzu dat sa pouZil
program SPSS v11.5 (SPSS Inc., Chi-
cago, IL, USA). Porovnanie zmien vybra-
nych parametrov v rdmci skupin bolo
vykonané parovym t-testom. Na hod-
notenie rozdielov jednotlivych premen-
nych medzi skupinami sa pouZila dvoj-
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cestnd ANOVA pre opakované merania.
Vysledky st uvedené ako priemer + Stan-
dardnd chyba priemeru. Za signifikantny
rozdiel bola povazovana hladina Statis-
tickej vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky

Podanie dexametazénu v celkovej
davke 1,5 mg malo za nasledok zniZenie
hladiny celkového plazmatického kor-
tizolu ako aj jeho volnych frakeif v sli-
nédch, plazme a mikrodialyzate podkoz-
ného tukového tkaniva takmer aZ na
koncentracie pod dolnym rozsahom
citlivosti metéd. Supresia hladin celko-
vého plazmatického kortizolu nastala
u vSetkych sledovanych pacientiek s RA
(18,0 £ 4,9 nmol/l) ako aj u zdravych
dobrovolni¢ok (14,5 + 1,7 nmol/l).

Podanie 25mg kortizén acetdtu
u oboch skupin viedlo k signifikantnému
vzostupu (p < 0,001) celkového plazma-
tického kortizolu, pri¢com rozdiel v maxi-
malnych vzostupoch medzi pacientkami
s RA (A__: 469 + 102 nmol/l) a zdra-
vymi kontrolami (A__: 532 £ 35 nmol/l)
nebol Statisticky vyznamny (p = 0,578)
(obr. 1). Pozorovali sa signifikantné vzo-
stupy (p < 0,001) volnych frakeii korti-
zolu (vofného plazmatického, slinného
a tkanivového kortizolu) u oboch vy-
Setrenych skupin. Av8ak nenasli sa sig-
nifikantné rozdiely v odpovediach cel-
kového plazmatického kortizolu ako aj
jeho vofnych frakcif, t.j. volného plaz-
matického, slinného a tkanivového kor-
tizolu medzi pacientkami s RA a zdra-
vymi kontrolami (obr. 1).
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Diskusia
Na hodnotenie vplyvu chronického za-
palu na aktivitu T1BHSD1 sa v tomto
sledovanfi vyuzil fakt, Ze pacienti s RA
majd dlhodobo a vyznamne zvysené
zapalové cytokiny. Vysledky nasej pi-
lotnej Studie ukazuju, Ze pacientky
s RA nemajui zmenenu systémovl ak-
tivitu T1BHSD1 ani lokdlnu aktivitu
v podkoZznom tukovom tkanive. Preto
moéZme predpokladat, Ze na mecha-
nizmoch relativnej hypokortizolémie
u pacientov s RA sa pravdepodobne
nepodiefla zniZenie aktivity T1BHSD1.
Nemozno viak vylticit zmeny lokélne;
aktivity T1BHSD1 v synovidlnom tka-
nive postihnutych kibov, ¢o by bolo
potrebné overit in vivo [9,10].
Niekolko in vivo studii u obéznych
[udi hodnotilo aktivitu T1BHSD1 na
systémovej trovni po ordlnom podani
kortizén acetdtu s predchadzajicim
podanim dexametazénu. Po potlacen{
endogénnej tvorby kortizolu dexame-
tazénom je premena kortizénu na kor-
tizol ukazovatelom hepatalnej aktivity
11BHSD1 [15,16]. Vsetky préce po-
tvrdili znizent aktivitu 11BHSD1 v pe-
¢eni u centrdlnej obezity. Ide pravde-
podobne o ochranny fyziologicky
mechanizmus, ktory vedie k zlepSe-
niu inzulinovej senzitivity a obmedzuje
dalsi nérast telesného tuku [16].
Meranie lokalnej aktivity 11BHSD1
v tukovom tkanive u fudf je obtiazne.
Vysledky in vitro 3tudii zaoberajdce
sa tGlohou 11BHSD1 u obezity nemu-
sia platit pre patofyziolégiu fudského
organizmu [12,17]. Overenie akti-
vity 11BHSD1 v podkoznom tukovom
tkanive in vivo prostrednictvom arté-
rio-venézneho rozdielu v sérovej kon-
centrécii kortizolu a kortizénu jed-
noznac¢ne nepotvrdilo zmenu aktivity
11BHSD1 u obezity [ 18]. Naopak pouZi-
tie mikrodialyzy podkozného tukového
tkaniva, ktorej sonda bola premyvana
radioaktivne oznacenym kortizénom
potvrdilo vysledky in vitro $tidii o zvy-
Senej lokalnej aktivite T1BHSD1 u obéz-
nych oséb [19]. Spominané stddie sle-
dovali aktivitu 11BHSD1 na systémovej
a lokalnej drovni u obezity, u ktorej sa
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predpokladd pritomnost subklinického
zapalu [20,21]. Niektori autori sa do-
mnievaju, Zze 11BHSD1 sa podiela na
patogenéze chronického zapalu [9,10].
Prace, ktoré sa zaoberaji danou pro-
blematikou in vivo u fudf chybaju.

V nasej praci po podani kortizén
acetdtu doslo k premene neaktivneho
kortizénu na aktivny kortizol prostred-
nictvom enzymu 11BHSD1 na systé-
movej a lokalnej trovni u pacientiek
s RA a kontrol. Na systémovej trovni
sa nepozoroval rozdiel v koncentra-
ciach celkového a volného plazma-
tického kortizolu medzi oboma sku-
pinami, ¢o potvrdili aj porovnatefné
koncentracie slinného kortizolu. Po-
dobne na lokalnej drovni nebol zisteny
rozdiel v koncentracii tkanivového kor-
tizolu v podkoznom tukovom tkanive
medzi pacientkami a kontrolami na-
priek zvySenej systémovej koncentra-
cii zapalovych cytokinov u pacientiek
s RA. Tento vysledok je v silade s inou
pracou nasej skupiny, kde sa sledovala
degradécia kortizolu po intravenéz-
nom podani u pacientov s RA, kde
sa viak taktiez nenasiel rozdiel oproti
zdravym osobdm [22].

Zaverom mozno konstatovat, Ze na-
priek chronickému zdpalu maju pa-
cientky s RA nezmenenu konver-
ziu kortizénu na aktivny kortizol,
¢o naznaduje, Ze systémova aktivita
11BHSD1 pravdepodobne nezodpo-
vedd za neadekvdtne nizke hladiny
kortizolu u RA. Nemozno vsak vyltcit
zmeny aktivity tohto enzymu v tkanive
postihnutom zdpalovym procesom.
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