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Souhrn

Matrixové metaloproteindzy (MMP) jsou enzymy, které proteolyticky degraduji extracelularni
matrix (ECM) a tim jsou odpovédné za remodelaci pojivové tkdné. Za fyziologickych
podminek se podileji na ontogenetickém vyvoji, morfogenezi, angiogenezi, rastu a hojeni ran.
Objevuji se takeé ve vétSin¢ zanétlivych, degenerativnich a malignich procesech.

Hojeni je komplikovany d¢j, kterého se kromé¢ MMP ucastni cela fada bunc€k (neutrofily,
lymfocyty, mastocyty, monocyty, makrofagy, fibroblasty, keratinocyty, endotel) a jimi
vylu€ovanych ptisobkil (cytokiny, ristové faktory apod.). Tento d&j probihd v n€kolika fazich:
hemostaza, zanét, proliferacni faze, fibrotizace a tvorba jizvy.

V této diplomové praci jsme se zaméfili na sledovani zmén aktivit vybranych MMP a jejich
inhibitortt (TIMP) v pribéhu hojeni ran u zdravych a diabetickych potkanid. Modelovymi
zvitaty byli zvoleni potkani Zucker Diabetic Fatty (ZDF), kterym byly odebirany v casovych
intervalech vzorky kiize, granula¢ni tkdn¢ a jizvy. Ztéchto vzorkil byla dale izolovana
celkovd RNA a syntetizovana cDNA. Exprese gent byla stanovena metodu real-time PCR.
Data byla statisticky zpracovana pomoci Studentova t-testu (p < 0,05).

MMP zasahuji do vSech fazi hojeni a jejich exprese se v pribéhu hojeni méni. V neporusené
ktzi byly lehce zvySené hodnoty exprese MMP-2, -3, -14 a TIMP-2. Prvni den exprese
prudce vzrostla u MMP-8, -9 a TIMP-1 a vzapéti prudce klesla. Od patého dne hojeni nartista
exprese MMP-13, -2, -14 a TIMP-2. Desaty den je exprese vysoka u MMP-13, -2, -10, -14,
-12 a TIMP-2. 1 v Cerstvé zahojené jizvé lze zaznamenat vyssi exprest MMP-2, -10, -13 -14
a TIMP-2.

Nezaznamenali jsme zadné vyznamné rozdily v expresi sledovanych geni mezi zdravymi
a diabetickymi zvifaty az na vyjimku v neporusené kuzi, kde byla hodnota exprese MMP-3
u samcil.

Pfi porovnani samcl a samic byly hodnoty exprese MMP-2, MMP-14 a TIMP-2 u samcii
vys$$i v neporuSené¢ kuzi, naopak 3. den hojeni byly u samic zvySené¢ hodnoty exprese

MMP-14 a TIMP-2.

Kli¢ova slova: hojeni ran, matrixové metaloproteinazy, tkanové inhibitory matrixovych

metaloproteindz, diabetes mellitus, potkan Zucker Diabetic Fatty



Summary

Matrix metalloproteinases (MMPs) are enzymes that proteolytically degrade extracellular
matrix (ECM) and they are thus responsible for the remodelling of connective tissue. MMPs
involve in the ontogenesis, morphogenesis, angiogenesis, cell growth and wound healing in
the physiological conditions. They take part in inflammation, degenerative and malignant
processes.

Healing is a very complicated process. MMPs and many chemokines (cytokines, growth
factors, proteases) from cells (neutrophils, lymphocytes, mast cells, monocytes, macrophages,
fibroblasts, keratinocytes, and endothelium) involve in the wound healing. This process takes
place in several phases: hemostasis, inflammation, proliferative phase, and the formation of
fibrotic scars.

We focused on monitoring expressions of selected MMPs and their inhibitors (TIMP) during
wound healing in healthy and diabetic rats in this thesis. Zucker Diabetic Fatty rat (ZDF) has
been chosen as a suitable model for our study. We used the real-time RT-PCR methods for
study expressions of MMPs and their inhibitors. Data were statistically analyzed
using Student's t-test (p < 0.05).

MMPs are produced by different cell types in the healing and by expression of genes changed
over time. The value of expression MMP-2, -3, -14 and TIMP-2 was slightly elevated in the
intact skin. The expression of MMP-8, -9 and TIMP-1 rapidly increased the first day and then
dramatically decreased. From the fifth day of healing the expression of MMP-13, -2, -14 and
TIMP-2 increases. The high expressions of MMP-13, -2, -10, -14, -12 and TIMP-2 appeared
on in the tenth day. We can see a higher expression of MMP-2, -10, -13 -14 and TIMP-2 even
in fresh healed scar.

We did not reveal any significant differences in gene expression between healthy

and diabetic animals with an exception in the intact skin, where the value of MMP-3
increased by diabetics.

The values of expression MMP-2, MMP-14 and TIMP-2 in intact skin were increased at
males, but the increased value of expression MMP-14 and TIMP-2 were observed in female

on the third day of the healing.

Keywords: Wound healing, matrix metalloproteinase, tissue inhibitor of matrix

metalloproteinases, diabetes mellitus, Zucker Diabetic Fatty rat



Seznam zkratek

ADAM skupina enzymd s disintegrinem a metaloproteinazovou doménou

ADAM-TS  skupina enzymi ADAM s trombospodinovou ¢asti

cDNA komplementarni DNA

DMIT diabetes mellitus prvniho typu
DM2T diabetes mellitus druhého typu
DNA deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxyribonukletid trifosfat
dsDNA dvouvldknova DNA

ECM extracelularni matrix

IL-1 interleukin jedna

IL-4 interleukin Ctyii

MMP matrixova metaloproteinaza
mRNA medidtorova RNA

MT-MMP  matrixova metaloproteindza membranového typu

PCR polymeréazova fetézova reakce
PDGF destickovy ristovy faktor

PMN polymorfonukledrni neutrofily
RNA ribonukleova nukleova kyselina
ROI reaktivni kyslikové radikaly

RT enzym reverzni transkriptdza
ssDNA jednovldknova DNA

TGF-a transformujici rastovy faktor alfa
TGF-B transformujici rastovy faktor beta
TIMP inhibitor matrixové metaloproteinazy
TNF-a tumor nekrotizujici faktor

ZDF Zucker Diabetic Fatty
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Uvod

Hojeni je dynamicky interaktivni proces, kterého se ucastni celd fada bunék (neutrofily,
lymfocyty, mastocyty, monocyty, makrofagy, fibroblasty, keratinocyty, endotel) a jimi
vylu€ovanych plsobkl (cytokiny, rastové faktory apod.) a zejména skupina matrixovych
metaloproteinaz.

Matrixové metaloproteindzy jsou enzymy, které proteolyticky degraduji extracelularni matrix,
¢imz se podileji na procesu hojeni ran. Vyskytuji se u obratlovcti, octomilek, ¢ervli, nezmart 1
rostlin.

Zvysené hodnoty exprese genli matrix metaloproteinaz i1 aktivity jejich proteinii a snizené
hodnoty jejich tkanovych inhibitor se ¢asto davaji do souvislosti se Spatnym hojenim ran u
diabetickych pacientli. Diabetes mellitus je onemocnéni, které se projevuje vysokou hladinou
gluk6zy z diivodu nedostatecného plisobeni inzulinu. Je spojeno s fadou dalSich zdravotnich
komplikaci. Jednou z nich jsou $patné€ se hojici rany, zvlasté dolnich koncetin, které¢ v mnoha
ptipadech kon¢i amputaci.

NaSim cilem bylo zjistit, jak se méni exprese vybranych typi matrix metaloproteinaz a jejich
inhibitoridl v pribéhu hojeni koznich exciznich ran a zda jsou rozdily v expresi mezi zdravymi

a diabetickymi zviraty. Jako model jsme vybrali potkany Zucker Diabetic Fatty.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Matrix metaloproteinazy

1.1.1 Obecna charakteristika

Matrix metaloproteindzy (MMP) patii do velké rodiny enzyml metaloproteinaz, ktera dale
zahrnuje skupiny astacint, disintegrin metaloproteinaz (ADAM) a disintegrin metaloproteinaz
s trombospodinovou ¢asti (ADAM-TS) (Mott at Werb, 2004). MMP jsou enzymy
obsahujicich ve své struktute Zn®" (Parks, 1999). Existuje jich vice nez 20 MMP u lidi a jsou
objevovany dal$i. Jsou u obratlovcil, octomilek, ¢ervii, nezmara 1 rostlin (Lennarz et Lane,
2004). Matrix metaloproteinazy (matrixiny) vykazuji spole¢né vlastnosti (Parks, 1999):

1. Pfitomnost Zn*" v aktivnim mist&

2. Schopnost §tépit alespoii jeden protein extracelularni matrix

3. Syntéza v inaktivni podobé¢ ve formé zymogenu

4. V inaktivni podobé se na Zn>" vaZe cysteinové oblast

5. Regulace probihd pomoci tkanovych inhibitor (TIMPs)
AZ na dvé vyjimky (MMP-2, MMP-7) se matrixiny zasadné neuvoliiuji v neposkozené tkani
(Parks, 1999). Pocetné studie ukazuji na jejich kliCcovou roli béhem embryonalniho vyvoje
organismu, ovulace, hojeni ran, remodelace kosti, angiogeneze, apoptdzy, rustu nervi
(Lennarz et Lane, 2004). MliZzou byt sekretovany z raznych typt buné¢k nebo se nachazi na
bunéénych povrSich (Pirild et al., 2003). Sekretované enzymy jsou produkovany neutrofily,
makrofagy, fibroblasty, keratinocyty v inaktivni podobé a pro plné plisobeni musi byt
aktivovany (Grofova, 2000).
K aktivaci odstépenim malé C¢asti fetézce zymogenu dochdzi vlivem vnéjSich signali
(cytokind, rastovych faktort, hormoni, interakci matrix-bunka nebo interakci burika-bunka).
Jejich fizena aktivace je nezbytnd, jinak by dochazelo k nekontrolovanému Stépeni vlastnich

bilkovin. Optimalné¢ MMPs funguji za fyziologického pH (Grofova, 2006).

1.1.2 Struktura

MMP se déli do nékolika skupin podle jejich substratové specifity a primarni struktury
(Lennarz et Lane, 2004).

1. Kolagendzy (MMP-1, 8, 13, 18)

2. Gelatindzy (MMP- 2, 9)



3. Stromelysiny (MMP- 3, 10, 11)

4. Matrilysiny (MMP- 7, 26)

5. MMPs membranového typu (MMP - 14, 15, 16, 17, 24, 25)

6. Dalsi MMP (MMP- 12, 19, 20, 21, 23, 27, 28)
MMP jsou tvoieny signalnim peptidem, propeptidem, katalytickou doménou obsahujici
vysoce konzervativni vazajici misto pro zinek a vapenaté ionty, otaCivou oblast a
hemopexinovou doménu viz obr ¢. 1. Katalytickd doména udrzuje trojrozmérnou strukturu
MMP (Chakraborti et al., 2003). Zelatindzy (MMP-2 a MMP-9) obsahuji navic fibronektin
typu II v katalytické doméné. U matrilysinu (MMP-7) chybi hemopexinovd doména. MT-
MMP maji krome zminovanych ¢asti transmembranovou doménu v hemopexinové doméné
(Kéhari, 1997). Primarni struktura matrixini je odvozena od kolagenazy 1 (MMP-1) (Lennarz

et Lane, 2004). Katalyticka

Collagenases e —
(MMP-1, -8B =13} [ — u —
Stromelysins

(MMP-3, -10)

Matrilysins
(Mmp-7,-26p N &

Membrane-type
(MT-MMPs 1-8)

[ (1| F—

Gelatinases
(MMP-2, -8)

Signal Sequence N Catalytic Dﬂmin@ Hemopexin Domain .

Propeptide - Transmembrane Domain -
Fibronectin Repeat Q

=T
Cysteine Switch ‘ ;\'

Cytosaclic Domain

Furin Cleavage O Hinge Region Inppams '8l &==C

Obr. €. 1 Rozdéleni enzymu dle struktury (zdroj: Chow et al., 2007)

Jednotlivé enzymy z dané skupiny se od sebe 1isi substratovou specifitou (tab. ¢. 1).



Tab. & 1 Rozdéleni MMP podle jejich substratové specifity
(zdroj:http://www.biotechniques.com/multimedia/archive/00003/BTN_A 05381RV01_O_3930a.pdf)

Table 1. Members of the MMP Family

Subgroup MMP Name Substrate
1. Collagenases  MMP-1 Collagenase-1 Col 1, 1, 1, V1L, VL, X, gelatin
MMP-8 Collagenase-2 Col I, 11, 11, W11, VI, X, aggrecan, gelatin
MMP-13  Collagenase-3 Col 1, 1L, I, W, X, X, X1V, gelatin
2. Gelafinases MMP-2 Gelatinase A Gelatin, Col I, II, 1lI, IV, VI, X
MMP-9 Gelatinase B Gelatin, Caol IV, V
3. Stromelysins MMP-3 Stromelysin-1 Col 11, IV, IX, X, XI, gelatin
MMP-10  Stromelysin-2 Col IV, laminin, fibronectin, elastin
MMP-11  Stromelysin-3 Col IV, fibronectin, laminin, aggrecan
4. Matrilysins MMP-7 Matrilysin-1 Fibronectin, laminin, Col IV, gelatin
MMP-26  Matrilysin-2 Fibrinogen, fibronectin, gelatin
5. MT-MMP MMP-14  MT1-MMP Gelatin, fibronectin, laminin
MMP-15  MT2-MMP Gelatin, fibronectin, laminin
MMP-168  MT3-MMP Gelatin, fibronectin, laminin
MMP-17  MT4-MMP Fibrinogen, fibrin
MMP-24  MT5-MMP Gelatin, fibronectin, laminin
MMP-25  MTE-MMP Gelatin
6. Others MMP-12  Macrophage metalioelastase Elastin, fibronectin, Col IV
MMP-19 Aggrecan, elastin, fibrillin, Col IV, gelatin
MMP-20  Enamelysin Aggrecan
MMP-21  XMMP Aggrecan
MMP-23 Gelatin, casein, fibronectin
MMP-27 CMMP Unknown
MMP-28  Epilysin Unknown
MMPs ara categorized according to the organization of their peptide domains, their substrate specificity, and their se-
quence similarity (8,12,17,22-24 85-87). MMP, mairix metalloproteinase; MT-MMP, membrane-type matrix metallopro-
teinasa.

1.1.3 Regulace aktivity matrix metaloproteinaz

Aktivita metaloproteinaz mize byt regulovana riiznymi mechanismy (Moses et al. 1996):

1. naurovni transkripce

2. vzymogenni formé

3. pomoci inhibice jejich proteolytické aktivity (specificka a nespecificka)
Na transkripcni urovni se do procesu zapojuje mnozstvi stimulatori jako cytokiny a rtstové
faktory napt. interleukin 1 (IL-1), ristovy faktor z destic¢ek (plateleted-derived growth factor —
PDGF) nebo tumor-nekrotizujici faktor alfa (TNF-o). Na druhé strané phsobi inhibitory
transkripce: transformujici rastovy faktor beta (TGF-B), heparin, steroidy, retinoidy nebo
interleukin 4 (IL-4), které proces transkripce blokuji (Maresch, 2006).
VétSina MMP je produkovéna a vylu€ovana v mnoha bunkéch v inaktivni formé a pro plné
pusobeni musi byt aktivovana (Grofova, 2006). Aktivace MMP je zdvisla na cysteinovém
spinaci, tvofenym vazbou cysteinu v propeptidu se zinkem v katalytickém misté (Kahiri,

1997). Pokud dochazi k vytvofeni vazby mezi cysteinem a Zn>" dojde k zablokovani



aktivniho mista enzymu a substrat nebude navazan a nasledné Stépen. Rozpojeni této vazby
vede k aktivaci enzymi. Molekula vody se poté navaze na Zn”" a nahrazuje cysteinovy zbytek
po disociaci (Snoek-Van Beurden et Von Den Hoff, 2005). Aktivaci metaloproteinaz in vitro
mohou vyvolat thiol-modifikujici ¢inidla, slouceniny rtuti, kyslikové radikaly, rlzna
denaturujici ¢inidla a podminky jako nizké pH a vysokéd teplota (Nagase, 1999). Za
fyziologickych podminek (in vivo) je propeptid odsStépen pomoci protedz (nejcastéji

plazminem) nebo oxidativnim stresem viz obr. €. 2 (Chow et al., 2007).

Active MMP Inter and intra molecular proteolysis “Active Pro-MMP"

Obr. €. 2 PferuSeni kovalentni vazby mezi cysteinem v propeptidu a Zn*" vedouci k aktivaci MMP
(zdroj: Chow et al. 2007)

Proteolytickd  aktivta MMP je inhibovdna nespecifickymi inhibitory (napf.
a2-makroglobulinem, al-antiproteazou) stejné dobie jako specifickymi inhibitory (tkdnovymi
inhibitory metaloproteindz - TIMP) (Tarnuzzer et Schultz, 1996). TIMP se vdzou na
aktivované MMP v poméru 1:1 podle stechiometrie a inhibuji jejich aktivitu. Skupiny
tkanovych inhibitort (TIMP) zahrnuje 4 ¢leny TIMP-1, -2, -3 a TIMP-4 (Gill et Parks, 2008).
TIMP-1 a -2 jsou vylu¢ovany v rozpustné formé, kdezto TIMP-3 se asociuje s extracelularnim
matrix (ECM). Tkanové inhibitory se 1iSi hlavné vrozdilné inhibici aktivovanych MMP.
TIMP-1 inhibuje aktivitu vétSiny MMP s vyjimkou MT1-MMP a MMP-2. TIMP-2 také
inhibuje témét vSechny MMP az na MMP-9. Oproti tomu TIMP-3 inhibuje aktivitu pouze
téchto enzyma: MMP-1, -2, -3, -9 a -13 (Ké&héri, 1997).

Tab. &. 2 Inhibice MMP pomoci TIMP zdroj: (Woessner et Nagase, 2000)



TIMP-1

TIMP-2

MMP-1
MMP-2
MMP-3
MMP-7
MMP-8
MMP-9
MMP-10
MMP-11
MMP-12
MMP-13
MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-18 -
MMP-19 -
MMP-20 -

X X X X X X X X X X

=2
o

x

X X X X X X

X, inhibion has been observed; -, not studied

1.1.4 Lokalizace matrix metaloproteinaz

Rizné MMP jsou produkovany riiznymi typy bunck, na riznych mistech a v odliSném case.

V tabulce €. 3 je ptiklad distribuce MMP béhem hojeni ran v riznych vrstvach kiize.

Tab. &. 3 Lokalizace MMP (zdroj: Parks, 1999)

Nazev enzymu

Produkujici buniky

Lokalizace

Intersticialni kolagenasa

Mononukleéarni fagocyty,

epidermis, dermis, buiiky

(MMP-1) eozinofily zanétu
Neutrofilova kolagenasa Neutrofily, eozinofily buiiky zanétu
(MMP-8)

72-kDa Zelatinasa (MMP-2) | Mononuklearni fagocyty dermis




92-kDa zZelatinasa (MMP-9) | Neutrofily, mononuklearni epidermis,
fagocyty buiky zanétu

Stromelysin-1, 2, 3 Mononukledrni fagocyty epidermis,

(MMP3,10, 11) dermis

Matrilysin (MMP-7) Monocyty

Metaloelastasa (MMP-12) Makrofagy buiiky zanétu

1.1.5 Funkce matrix metaloproteinaz

Matrixiny se ucastni vétSiny procesu, které degraduji proteiny extracelarni matrix. Jsou
spojovany s fyziologickymi a patologickymi procesy, ale jejich pfesna uloha je stale do velké
miry neprozkoumana (Korpi, 2010). Podileji se na ontogenetickém vyvoji, morfogenezi,
angiogenezi, rustu, hojeni ran. Zménu expresi téchto enzymi pozorujeme 1 ve vetSing

zanétlivych, degenerativnich a malignich procesech (Kdhari, 1997).

Funkce p¥i hojeni ran
MMP degraduji proteinové slozky extracelularni matrix (ECM), ¢imz piispivaji k opravam a
jeji remodelaci béhem hojeni. MMP se mohou podilet na hojeni ran mnoha riznymi zplisoby.
Maji vliv na (K&hiri, 1997):

1. odstranéni odumfelych tkéani

2. epidermalné-mesenchymatické interakce béhem migrace keratinocytii

3. angiogenezi (novotvorbu cév)

4. remodelaci nové syntetizované granula¢ni tkan¢ béhem maturace

5

. regulaci urcitych rastovych faktor

1.1.6 Vybrané matrix metaloproteinazy

MMP-8 (kolagenaza-2, neutrofilni kolagenaza)
Patfi spolu s MMP-1 a MMP-13 mezi kolagenazy. Je produkovdna neutrofily, kde se

soustteduje v granulich. Tyto granula jsou po aktivaci bunék uvoliovéana
(Fernandéz et al., 2007). VSechny kolagendzy jsou schopny S$tépit kolageny typu I, II, III, V.
Fibrilarni kolagen typu I je St€pen na 2 molekuly % a ¥4 fragmenty, které denaturuji pti teploté
37 °C na Zelatinu, ktera dale mize byt Stépena jinymi MMP (MMP-2, MMP-9). Neutrofilni
kolagenaza $tépi kolagen typu I nejefektivnéji (Zitka, 2008). Ztrata MMP-8 u mysi poukazuje

na zhorSené hojeni ran, coz naznacuje diilezitost tohoto enzymu viz obr. €. 3. Spolu s MMP-9




udajné kooperuji a vytvareji stabilni a specificky komplex in vivo a podileji se vyznamné na
procesu hojeni. Spekuluje se o tom, ze MMP-8 ma ochranny ucinek proti rakoviné kiize

(Fernandéz et al., 2007).
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Obr. €. 3 Ztrata MMP-8 ukazuje na zhor8ené hojeni ran u mysi (zdroj: Fernandéz et al., 2007)
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MMP-13 (kolagenaza-3)

MMP-13 se tadi mezi kolagenazy. Jednotlivé kolagenazy se od sebe liSi riiznym stupném
degradace jednotlivych substrati. MMP-13 $tépi mnohem efektivnéji kolagen typu II nez typ
I a III a ma vétSinou silnéjsi Zelatinolytickou aktivitu nez MMP-1 a MMP-8. MMP-13 ma
Sirokou Skdlu substratu, navic $tépi i1 kolagen typu IV, IX, X, XIV a obrovsky tenascin C a

fibronektin (Kéhari, 1997). Kolagenéza-3 u hlodavct je povazovadna za homolog kolagendza-

1 (MMP-1) u lidi (Hemmann et al., 2007).

MMP-2 (Zelatinaza-A, 72-kDa Zelatinaza)

MMP-2 patti do skupiny Zelatindz spolu s MMP-9. Minimdlni mnozstvi je produkovano
1 v neporusené kizi, coz je u MMP vyjimkou (Parks, 1999). Je exprimovéna epidermalnimi
keratinocyty a koZznimi fibroblasty. O MMP-2 a MMP-9 se mini, Ze hraji diileZitou Glohu ve
findlni degradaci fibrilarnich kolageni po ptfedchozich Stépeni kolagendzami. Oba typy
enzymu maji také kolagenolytickou aktivitu. MMP-2 §tépi nativni kolagen typu I. MMP-2 a
MMP-9 hraji dilezitou tlohu v remodelaci kolagenti extracelularniho matrix (ECM) (Kéhéri,
1997). Patti také mezi nejcastéji vyskytujici se enzymy podilejici se na nadorovych invazich a

metastazich (Endo et al., 2003).

MMP-9 (Zelatinaza-B, 92-kDa Zelatinaza)
Je exprimovana keratinocyty a uklddana v neutrofilnich a eozinofilnich granuli. Spolu

s MMP-2 hraje dilezitou roli vremodelaci tkani. Degraduje podobné substraty jako



zelatindza-A a navic $tépi kolagen typu I a V (Kédhéri, 1997). ZvySena exprese obou téchto
enzymi se vyskytuje uinvazivnich a vysoce karcinogennich onemocnéni (Zitka, 2008).
Prostiedi s vysokou expresi MMP-9 v rané¢ mlZze své€dc¢it o zanétu a Spatném hojeni ran (LIU

et al., 2009).

MMP-3 (stromelysin-1)

MMP-3 patii do skupiny stromelysini. Je exprimovan keratinocyty a fibroblasty u akutnich a
chronickych ran. Degraduje Sirokou Skalu substratii zahrnujici fibronektin, kolageny typt IV,
V, IX a X, elastin, lamininy, gelatiny, proteoglykany. Strukturou a funkci je tzce spjat
s MMP-10. MMP-3 neni pravdépodobné potieba pro reepitelizaci, ale pro rekonstrukci nové
vytvofené bazdlni membrany. Béhem hojeni ran jsou MMP-3 spolu s MMP-1 exprimovany
dermalnimi fibroblasty a icastni se formovani a odstrafiovani granulacni tkan€ a maji podil na
tvorbé jizvy (Kéhédri, 1997). MMP-3 je zodpovédny za pocatecni zahdjeni kontrakce rany
(Fernandéz et al., 2007).

MMP-10 (stromelysin-2)

MMP-10 je produkovan stejné jako MMP-3 keratinocyty a fibroblasty. MMP-10 mize plnit
ulohu v superaktivaci spolu vyluCovanych kolagendz a pomoci usnadnit keratinocytim
migraci St€penim nekolagendzovych matrixovych molekul. M4 1 podobnou strukturu a

substratovou specifitu jako MMP-3. Je aktivovan tryptazami a elastazami. Aktivuje MMP-8,

MMP-13, MMP-1 (Kéhéri, 1997).

MMP-12 (makrofagova elastaza)

Produkuji ji makrofdgy a stromatické buniky placenty. Makrofagova metaloelastdza Stépi
kolagen IV, fibronektin a elastin (Kdhdri, 1997). MMP-12 se objevuje
u granulomatdzniho onemocnéni  ktlize pomahd  makrofigim migrovat pies
epidermis a cévni bazalni membranu u zénétlivych onemocnéni (Vaalamo at al., 1999). Mtize

byt také nalezena v chondrocytech a osteoklastech (Nagase, 2006).

MMP-7 (matrilysin-1)

Matrilysin-1 je nejmensi MMP, chybi ji ota€iva oblast a hemopexinova doména (Reunanen et
Kihari, 2000-2011). MMP-7 ma Sirokou substratovou specificitu, $tépi fibronektin, lamininy,
entaktiny, kolagen typu IV a proteoglykany (Kéhdri, 1997). Je aktivné exprimovana

duktalnim epitelem ve vSech potnich a vylucovacich zlazach (Parks, 1999). Je aktivovan



plazminem a MMP-3 a podili se na aktivacit MMP-2 (K&hari, 1997). MMP-7 ma hlavni Glohu

béhem reepitelizace. MMP7 je exprimovana epitelem poskozenych (Dunsmore et al., 1998).

MMP-14 (MT1-MMP)

MMP-14 nélezi mezi membranové typy MMP. Exprimuje se v mnoha typech bunék
(epitelidlnich, nadorovych buné¢k a fibroblastll) a to v podob¢ dimeru (Lennarz et Lane, 2004).
Na jeji aktivaci se podili plazmin. Je upevnénd k cytoplazmatické membrané pomoci
transmembranové ¢asti, tudiz hraje dileZitou roli na bunécnych povrsich. Podili se na mnoha
chorobnych procesech, jako jsou nadorové invaze, patologickd angiogeneze, revmatoidni
artritida, aterosklerdza a zanéty (Endo et al., 2003). Podporuje migraci buné€k, tim Ze $tépi
slozky ECM v¢etné kolagenu 1, 11, III, laminin-1, 5, fibronektin, vitronectin, fibrin, a agrekany
a to jako jediny zakotveny enzym. Nepodili se pouze na degradaci ECM, ale podili se také na
aktivaci proMMP-2 a proMMP-13. Nejvice je prozkoumana aktivace proMMP-2 viz obr. €. 4.
Touto aktivaci dochéazi dale ke Stépeni kolagenu IV (bazalni membrany). K aktivaci jsou
vyzadovany alespoil 2 molekuly MMP14. Pfi€emz jedna je inhibovana TIMP-2, ¢imzZ dojde
k vytvoteni komplexu pies aktivni misto v katalytické doméné enzymu a N-termindlni
doménou inhibitoru. C-termindlni ¢asti inhibitoru ma afinitu k hemopexinové ¢asti enzymu
pro-MMP-2. Vysledkem se stava tfidilny komplex MMP-14-TIMP-2-proMMP-2 na povrchu
bunék. Druhd molekula MMP-14, kterd je volnd proteolyticky aktivuje pro-MMP-2
v komplexu (Itoh, 2006).
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Obr. €. 4 Aktivace a inhibice MMP- 2 pomoci komplexu MMP14 a TIMP-2
(Zdroj: http://www.nature.com/labinvest/journal/v84/n1/fig_tab/3700003f10.html)

TIMP-1

TIMP-1 inhibuje aktivitu vétSiny MMP s vyjimkou MT1-MMP a MMP-2. TIMP-1 tvori
komplex ptfednostné¢ s MMP-9 (Stamenkovic, 2003). Inhibuje tak¢ ADAM-10. U

TIMP-1 a TIMP-2 deficientnich my$i nebyly zaznamendny zadné abnormality (Nagase,
20006).



TIMP-2

TIMP-2 je jeden ze zastupcu tkanovych inhibitord, jehoZ pomoci lze regulovat aktivitu
neékterych MMP. Vylucuje se v rozpustné forme. TIMP-2 inhibuje témét vS§echny MMP az na
MMP-9. Inhibi¢ni kapacita TIMPs zavisi na jejich schopnosti vazat se na katalytické misto
aktivovanych MMP s jejich N-termindlnim konci (Kahéri, 1997). Zajimavosti je, Ze TIMP-2
je sekretovan spolu s MMP-14 a vytvari tfidilny komplex s MMP-14 a latentni MMP-2
(Hemmann et al., 2007). Tento komplex do jisté miry aktivuje ¢i inhibuje aktivitu MMP-2.

Zavisi to na mnozstvi navazané¢ho TIMP-2 viz obr. €. 4 (LU et al., 2004).

1.2 Hojeni ran

Hojeni ran je dynamicky interaktivni proces. Probih4 podle relativné jednoduchého modelu,
ale fizeni procesu je slozité¢ (Grofova, 2006).

Za ranu se povazuje kazdé porusSeni souvislosti klize, sliznice nebo povrchu nékterého orgénu
vzniklé plisobenim vnéjsich vlivli (Wald, 2002). Rény Ize rozd¢lit na akutni a chronické.
Akutni rana je porusSeni integrity tkani téla vzniklé v duasledku fyzikalniho nebo
mechanického poSkozeni. Vznikaji ve zdravé kozni tkani, hoji se obvykle v kratkém case a
bez komplikaci. Jejich pfi¢inou je nejcastéji tiraz nebo chirurgicky zakrok.

Jako chronicka rana se oznacuje sekundarné se hojici rana, ktera i ptes adekvatni 1écbu nema
po dobu 4 tydnii tendenci se hojit. Chronické rany se hoji vystavbou nové tkéné (hojeni ,,per
secundam*) s odpovidajici anatomickou strukturou, proto doba hojeni je zpravidla dlouha a
individualn€ podminénd pfi¢inou a rozsahem poskozené tkang. Chronické rdny mohou

vzniknout 1 z ran akutnich (http://www.hojeni-ran.cz/chronicke-rany).

1.2.1 Faze hojeni rany

Hojeni se ucastni jak bunky (neutrofily, lymfocyty, mastocyty, monocyty, makrofagy,
fibroblasty, keratinocyty, endotel), tak cytokiny, riistové faktory a proteazy, zejména skupina
matrixovych metaloproteaz a jejich tkanové inhibitory (Grofova, 2006).

Hojeni ran je charakterizovano n¢kolika fazemi (Necas, 2005):

1. Hemostaza

Pt1 poskozeni tkané dochazi k naruSeni cév a k tniku krevnich elementl viz obr. €. 5a. Reakei
na tento jev dochazi k vazokonstrikci, kterd spolu s koagulem zajiSt'uje hemostazu (zastavu
krve) viz obr. ¢. 5b. Na tomto dé¢ji se podileji hlavné trombocyty, jejichz agregace a

degranulace je zdrojem dalSich dilezitych latek pro tvorbu provizorni matrix. Soucasti matrix



jsou glykoproteiny uvolnéné z trombocytli, vlakna fibrinu, plazmatického fibronektinu,
vitronektinu a trombospodinu. Z trombocytli se také uvoliuje ristovy destickovy faktor
(PDGF), transformujici rastovy faktor alfa (TGF-a) a transformujici ristovy faktor beta
(TGF-B). Mezi dalsi latky uvolnéné opét ztrombocytll patfi chemokiny napt. IL-8, které
lakaji do srazeniny neutrofily a makrofagy (Necas, 2005). Po vazokonstrikci dochazi k lokalni
vazodilataci, jez napomahd migraci zanétlivych bunék do poSkozené oblasti. Hojeni poté

piechéazi do druh¢ faze — faze casného zanctu (Fejfarova, 2007).

2. Zanét

Zanét se projevuje lokalnim zvySenim teploty (calor), zarudnutim (rubor), otokem (tumor) a
bolestivosti (rubor) v misté poranéni (Hofej$i a Bartlnkova, 2005). Prvnim typem bunéck
podilejici se na lokalni zanétlivé odpoveédi jsou neutrofily (PMN), které se do mista poranéni
dostavaji diapedézou (ptestupem bunék skrz sténu cév) a jsou piitomny asi tyden viz obr. €.
5c. Tyto bunky brani vzniku infekce v misté poranéni diky své schopnosti fagocytovat a tvofit
kyslikové radikaly (ROI). Jejich hlavni funkci v procesu hojeni je uvoliiovani proteolytickych
enzymu napft. kolagenéz, elastaz, proteindzy-3, katepsinu-G (Necas, 2005). Neutrofily pomoci
téchto enzymua rozrusuji poSkozenou tkan. Mohou také aktivovat fibroblasty a epitelové
buiiky (Derrick, 2008). Po jednom ¢i dvou dnech se zaCinaji hromadit v misté poranéni
monocyty, které se nasledné¢ pfeméni na tkanové makrofagy viz obr. ¢. 5d. Opét produkuji
proteinazy (kolagenazy, metaloelastazy, zelatindzy-B, stromelysiny) a jsou dale zdrojem
ristovych faktori a fibronektinu. Béhem této faze dochazi ke zméné sloZeni provizorni
matrix, kdy ptivodni krevni sraZenina podléha fibrinolyze a méni se v hmotu obsahujici
tenascin, osteopontin, osteonektin, glykosaminoglykany, hyaluronan a bunéfnou formu

fibronektinu (Necas, 2005).

3. Proliferacni faze

Do této faze lze zahrnout procesy fibroplazie, angiogeneze a epitelizace. Tyto faze se
vzajemn¢ piekryvaji. Faze fibroplazie a angiogeneze zacinaji po tfech az ctyfech dnech.
Ptiblizn€ s témito fazemi zaCind probihat proces epitelizace. Provizorni matrix se postupné
zméni v granulaéni tkan. Tento d¢&j vrcholi mezi sedmym a desatym dnem. Do provizorni
matrix migruji mesenchidlni buniky charakteru fibroblastl, které jsou zdrojem kolagenich
vlaken, nejdiive typu III a pozdéji typu I, ¢imZ je zahdjena fibroplazie viz obr. ¢. 5e. Ta
vétSinou vrcholi mezi sedmym az ¢trndctym dnem. Tvorbu kolagenu zvySuje ristovy faktor

TGF-p prostiednictvim svych receptorti ptitomnych na fibroblastech. Mezi hlavni producenty



TGF-B patii predevS§im makrofagy. Fibroblasty v granula¢ni tkéni obsahuji kontraktilni
vlakna aktinu, desminu a vimentinu. Piedpoklada se, Ze se podileji na kontrakci rany (Necas,
2005). Angiogeneze (proliferace a migrace endotelii v ran€) je stimulovdna rdstovymi
faktory, hypoxii a zvySenou hladinou laktatu (Fejfarova, 2007). Proces epitelizace zacina
probihat v misté, kde byla naruSena bazalni membrana epitelu. Pfi poranéni kiize jsou zdrojem
reepitelizace bazdlni keratinocyty. Tyto buiikky se stanou producentem metaloproteinaz
(kolagenaz, Zelatindz-B a stromelyzinll). Bazalni keratinocyty se zméni v migrujici a
proliferujici epitelidlni bunikky béhem né€kolika hodin. Pokud béhem poranéni zistala ¢aste¢né
zachovéna kozni adnexa (vlasové folikuly, mazové a potni zlazy), vytvareji se ostrivky, ze
kterych se epitelizace §ifi vSemi sméry. Pokud v ran¢ nenachdzime zbytky téchto adnex,
probihd epitelizace z okrajl rany. Ristové faktory hraji také dllezitou roli v reepitalizaci rany.

Tato faze vétSinou konci béhem sedmi az deseti dnti (Necas, 2005).

4. Fibrotizace a tvorba jizvy

Po desatém dni dochdzi k procesu fibrotizace, kdy pfibyva v granulaéni tkani mnoZstvi
kolagenu typu I, vytvaii se jejich svazky orientovany v zavislosti na piisobeni mechanickych
sil. Dale dochazi k jejich spojovani. Tento d& trvd po nckolik mésict ¢i let a je citlivy
na vitamin C (Necas, 2005). Za pomoci kolagennich vldken se rdna zpeviiuje a méni se
v jizevnatou tkan. Jizva mé vsak jen 70% pevnosti ptivodni tkan¢ (Grofova, 2006). Béhem
epitelizace vznika tenkd, na cévy chuda tkan, kterd postrada kozni zlazy, pigmentové bunky a
nervova zasobeni. Epitelizace povrchové rany a tvar budouci jizvy zavisi na tvaru poranéni

(Necas, 2005). Kruhova réna se ve sttedu htiife epitelizuje nez ¢tvercova (Kelnarova, 2009).
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Obr. &. 5 Jednotlivé faze hojeni ran
(Zdroj:http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERMS5_08/S1462399403005817sup002.htm)



1.2.2 Zhorsené hojeni ran

Porucha hojeni ran miZe mit pfi¢inu jednak v samotném misté rany a jejim bezprostiednim
okoli (lokalni), nebo mize byt pfi¢ina vonemocnéni jinych systéml (systémova)

(Wald, 2002).

Mezi lokalni pti¢iny poruchy hojeni lze zatadit:
» infekce v rané

otok

ischémie

cizi téleso v rané

diive poskozena tkan (jizevnata, ozatrend)

YV V. V V V

a dalsi

Mezi systémové ptiiny poruchy hojeni patfi:

» cévni poruchy (aterosklerdza)
metabolické (diabetes mellitus, obezita, malnutrice)
nadorova onemocnéni (véetné chemo- a radioterapie)
hematologické poruchy
nedostatek vitaminu C
chronické infek¢éni onemocnéni (AIDS, TBC, syfilis)

farmakologickeé pfi¢iny (imunosupresiva, kortikoidy apod.)

YV V. V V V V V

vysoky vék

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je onemocnéni, které se projevuje vysokou hladinou glukozy z diavodu
nedostatecného piisobeni inzulinu. Inzulin, hormon vznikajici ve slinivce bfiSni v beta
buinikach Langerhansovych ostriivki, pisobi v latkové pfeméné piedevsim cukri, ale 1 tukl a
bilkovin. Podle pti¢iny rozliSujeme zakladni dva typy - diabetes mellitus 1. typu (DMI1T) a
diabetes mellitus 2.typu (DM2T) (Rybka, 2007).

DM2T patii mezi nejcastéj$i metabolickou poruchu, ktera se vyznacuje jednak rezistenci na
inzulin a jednak nadprodukci kontrainzulindrné pisobicich hormonti. Oproti DMIT nejde o
primarni zni¢eni beta buné€k slinivky bfi$ni. Rezistence na inzulin je zptisobena bud’ tbytkem

poctu inzulinovych receptorti nebo postreceptorovou blokddou. Do této skupiny patii kolem



90 % diabetikii. Na vyvoj diabetu maji vliv genetické 1 exogenni faktory. Mezi né patii
(Rybka, 2007):
» zvySeny piijem kalorii
Spatné sloZeni potravy
nedostatecna aktivita

zvysené procento obezity

YV V V V

koufeni a jiné navyky

1.3 Polymerazova retézova reakce

PCR (polymerazové ftetézové reakce) byla vyvinuta v Cetus Corporation v Emeryville
v Kalifornii. Zaslouzil se o to Kary B. Mullis, ktery demonstroval, Ze oligonukleotidy mohou
byt specificky pouzity k namnoZeni milionti kopii definované¢ho useku genové DNA. V roce
1993 byl ocenén Nobelovou cenou za chemii (Paces, 1994).

PCR se dnes béZn¢ vyuziva v klinickych laboratofich v nepfimé DNA diagnostice a vySetieni
polymorfisma, dale v kriminalistice a k urCovani biologickych vztahi. PCR metoda je takeé

nedilnou soucasti vyzkumnych molekularné-biologickych laboratoti (Prasa, 1997).

1.3.1 Princip metody polymerazové retézové reakce

Polymerazové tetézové reakce (PCR) je enzymaticky tizeny déj, ktery vede ke zmnozeni
jednoho nebo vice urCitych usekit DNA in vitro. K vybranym usekiim komplementarnich
vlaken denaturované DNA vzorku se pfipoji kratké syntetické oligonukleotidy (primery), od
nichz probiha syntéza nové DNA zprostfedkovanda DNA polymerazou. PCR je zalozena na
opakovani cykld, které se podileji na amplifikaci vybrané sekvence nukleové kyseliny. Kazdy
cyklus je slozen ze tfi jednoduchych reakci, které probihaji za stejnych podminek a 1isi se
pouze hodnotou pouzité¢ reakéni teploty (Millar et al., 2007). Kazdy cyklus této reakce
doprovazeji tti teplotni kroky:

1. Denaturace

Zahtatim DNA na teplotu kolem 95 °C se rozpadnou vodikové mustky spojujici

purinové a pyrimidinové baze vzajemné komplementarnich nukleotidu, ¢imZ jsou od

sebe oddé¢lovany jednotlivé fetézce DNA. Vysledkem tohoto procesu je

jednofetézcovda DNA (ssDNA). Ta v dalSi fazi slouzi jako matrix pro syntézu

novéhokomplementéarniho fetézce (Pavlik, 2005).

2. Annealing (navazani specifickych primerti)



Annealing je proces hybridizace, tj. komplementarni navazani specifickych primerd na
cilové sekvence matricového fetézce. Primery jsou syntetické oligonukleotidy
(zpravidla 20 - 30 nukleotidu). Od jejich 3" konce za¢ina syntéza nového fetézce.
Jednotlivé nukleotidy jsou pfifazovany podle komplementarity bazi (A-T, C-G),
propojeni cukru fosfodiesterickou vazbou do patefniho fetézce zajiStuje polymeraza
(Pavlik, 2005). Mista vazby primerli vymezuji oblast DNA, kterd bude v dalSich
cyklech amplifikovana. Tato reakce probiha pti teplotach 40-65 °C (Kocarek, 2004).
3. Elongace (prodluzovani fetézce DNA)
Tento enzymaticky proces probihd pii teploté¢ 72 °C. Na 3’-OH konce navazanych
primerd nasedd DNA-polymeraza, kterd k primerim piipojuje nové nukleotidy
(dANTP). Tim dochazi k prodlouZeni fetézce ve smeru 5'—3" (Kocarek, 2004).
Vysledkem procesu je nové vytvofeny usek dvouretézcové DNA (dsDNA), tzv. amplikon
(Pavlik, 2005). V kazdém cyklu dojde k dvojndsobnému zmnozeni pfitomné matricove DNA
a celkové k exponencialnimu nartistu mnozstvi DNA. Pocet cykla byva kolem 20-35, coz je
pro vétSinu aplikaci dostate¢ny pocet (Krémat a Biichacek, 1993). Z jedné jediné molekuly
dsDNA  vstupujici  do reakce  vznikne v prubéhu 30 cykla  az
1 073 741 824 amplikonua (Pavlik, 2005).

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Obr. ¢&. 6 Jednotlivé kroky v pribéhu PCR (Zdroj: http://users.ugent.be/~avierstr/pdf/PCR.pdf)

1.3.2 Ruzné modifikace PCR

Vedle standardni PCR existuji rizné modifikace napft.:

» Multiplex PCR



» RT-PCR

» Asymetrickd PCR

» Kvantitativni PCR
Multiplex PCR (mnohonasobna PCR)
Mnohonéasobna PCR je takova varianta PCR, kdy je do reak¢ni smési pfidano n€kolik part
primerl rozpoznavajicich nékolik rozdilnych sekvenci, coz umoziuje detekci né€kolika gent
soucasné v jedné reakéni smési (Smarda, 2008).
RT-PCR
K polymerédzové fetézové reakci lze jako templat pouzit také RNA. Tato takzvana reverzni
PCR (RT-PCR) vyuziva reverzni transkriptazu, ktera piepisuje RNA na DNA. Diky RT-PCR
jsme ziskali citlivou metodu k urcovani aktivnich gent v buinice. Tato metoda se vyuziva pro
syntézu cDNA (Storchova, 1998).
Asymetricka PCR
Tato modifikace PCR umoziuje preferen¢ni syntézu jenom jednoho vlakna z duplexu DNA
tim, ze jeden z primera je v nadbytku. Jako produkt PCR tak vznika jednovladknovd DNA
vhodna napft. pro sekvenovani. Jinou modifikaci je SSPR (single strand producing reaction),
ktera je jesSté specifiCtéjSi Tato metoda se uziva napft. pi1 automatickém sekvenovani.
Kvantitativni PCR
vyuziva extern¢ piidanou referencni DNA o piesné znamém mnozstvi. Cilova 1 referencni
DNA vyuzivd stejné primery a na zakladé porovndni amplifikovanych produktii lze
kvantifikovat cilovou DNA. Druhou moznosti je pouziti endogenniho standardu, tzv.
housekeepingového genu, ktery se mnozi ze stejného templatu a jehoz exprese je za danych
podminek stale stejna. Srovnanim obou produktii mizeme kvantifikovat DNA, kterd nés
zajima (Holasova et al., 2006).
Pti kvantitativnim stanoveni DNA/RNA lze déle metody rozdélit do dvou skupin:

» End point - PCR, tj. metody, pfi kterych dochazi k méteni az skon¢eni PCR

» Real-time - PCR, tj. pti kterych dochazi ke kontinualnimu meétfeni v prubéhu PCR

Obecné lze fici, Ze metody real-time jsou mnohem vice vyuzivany neZ metody end-point a to
hlavné diky SirSimu rozsahu koncentraci, moznosti automatizovatelnosti a pon€kud vyssi

presnosti a universalnosti (Holasova et al., 2006).



1.3.3 Real time RT-PCR

Real-time RT-PCR je metoda umoziujici piesnou kvantifikaci hledan¢ cDNA sekvence ve
vzorku. Tato komplementarni DNA vznikne reverzni transkripci medidtorové RNA (mRNA)

(Guénin et al., 2009).

Metoda real-time PCR (tzv. PCR v redlném case) je zalozena na méfeni mnozstvi PCR
produktu béhem amplifikace. Ptikladem mutize byt tzv. TagMan PCR.Krom¢ primerti se do
reakce vkladd dals$i oligonukleotid (sonda), ktery dosedd na amplifikovany tsek. Tento
oligonukleotid je na jednom konci oznaceny fluorescen¢ni znackou (F) a na druhém konci
tzv. zhdSeCem (Q) viz obr. €. 6. Pokud je fluorescencni latka v tésné blizkosti zhasece, je jeji
fluorescence potlaena. Vlastni PCR probiha obvyklym zpisobem az do okamziku, kdy Taq
polymeréza pti syntéze nového fetézce narazi na znaceny nukleotid. V tom okamziku jej
zaCne vytésnovat z templatového vlakna a Stépit jej. Taq polymerdza nema opravnou 3°-
exonukledzovou aktivitu, ale mé 5°‘-exonukledzovou aktivitu, kterd umoziuje degradaci
,prekazejiciho* fetézce). Tim se uvolni fluorescenéni sonda do roztoku a ve specidlnim PCR
cykleru je mozné méfit fluorescenci piimo v destiCce v prubcéhu amplifikace. Intenzita
fluorescence je imérna mnoZzstvi nasyntezovan¢ho PCR produktu (Udvardi et al., 2008;

Guénin et al., 2009).

L
1) Denature . probe
prirmer
T 1T 1 1 fuorescein (E] ioh quenciher

L5 1 8 0 & | 0 0 3 0 3 0 B 0 1 0 0 9}

2} Primver Annealing’ Probe hybridization
polymerase

T T T T T

®  ryongizes P
LI L L
11 1 1

P2 1 8 2 & 0 B L L1 L1 1 1
32) Extension :i"_- o ar?
I 1 5y w7 § 0 e
1 1 5 1 0 3 0 U N 0 % W 3 N N B 1 N NN
B
r— . 2
| L L L L Ty nr §ynra
L L i 1 I | 1 L1 1 L0 1 L4 1 1

TagMan®™ Probe Method
Obr. &. 7 Real time PCR (zdroj: http://www.dnassequencing.com/wp-content/uploads/2011/04/Real-
Time-Pcr.gif)



Zavér

V pribéhu hojeni se exprese jednotlivych gend ménila. Prvni den prudce vzrostla
u MMP-8, -9 a TIMP-1 a vzdpéti prudce klesla. Od patého dne hojeni narlstd exprese
MMP-13, -2, -14 a TIMP-2. Desaty den je exprese vysoka u MMP-13, -2, -10, -14, -12
a TIMP-2 a pfetrvava 1 v Cerstvé jizv€, na rozdil od MMP-9 a MMP-3, jejichZ exprese desaty
den také vzroste, ale potom opét klesa. Tyto vysledky opét zapadaji do celkové tendence
hojeni, kdy v pribéhu proliferacni faze je nutné v ECM uvolnit cestu migrujicim
fibroblastim, keratinocytiim, piipadné dalSim buiikdm. Naslednd remodelace a zpeviiovani
jizvy probiha pak i nckolik dalSich mésict, coz je opét v souladu s naméfenymi vysokymi

hodnotami exprese MMP Stépicich kolagen.

Nezaznamenali jsme zddné vyznamné rozdily v expresi sledovanych geni mezi zdravymi a
diabetickymi zvifaty. Pfi porovnani samct a samic byly hodnoty exprese v neporusené kiizi
vys$$i u samca, ale 3. den hojeni byly hodnoty exprese MMP-14 a TIMP-2 u samic zvySené.
V literarnich pramenech se Casto dadva do souvislosti Spatné hojeni ran u diabetickych
pacientll a zvySené hodnoty exprese geni MMP 1 aktivity jejich proteint a snizené hodnoty
TIMP. To se v nasi praci nepotvrdilo. Hojeni diabetickych ran je proces daleko slozité;si,

komplexné&jsi a urcité si vyzaduje dalsi vyzkum.
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