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ANOTACE

Cilem této diplomové prace je stanovit hladinu matrixové metaloproteinazy-2 a matrixové
metaloproteinazy-9 metodou zelatinové zymografie u pacientl s ischemickou chorobou
srdeCni, ktefi podstoupili implantaci koronarnich stentl pomoci perkutanni koronarni
intervence, se zaméfenim na sledovani dynamiky hladin téchto enzymii. Dale se tato diplomova
prace zaméfuje na porovnani hladiny matrixové metaloproteindazy-2 a matrixové

metaloproteinazy-9 ve vzorcich téchto pacientt u I€kovych a vsttebatelnych stentt.
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TITLE

Levels of metalloproteinases -2 and -9 in patients after percutaneous coronary intervention

ANNOTATION

The aim of this thesis is to determine the level of matrix metalloproteinase-2 and matrix
metalloproteinase-9 by gelatin zymography in patients with coronary artery disease who have
undergone coronary stent implantation using percutaneous coronary intervention, focusing on
the dynamics of these enzymes after intervention. Furthermore, the work focuses on the level
comparison of matrix metalloproteinase-2 and matrix metalloproteinase-9 in samples of these

patients in drug eluting stents and biodegradable stents.
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UvoD

Onemocnéni ob¢hové soustavy se podili na vice nez poloviné v§ech umrti. Perkutanni
koronarni intervence a implantace koronarniho stentu je 1€katsky postup, ktery se v dnesni dobé
stal nejéastéjsi 1é¢ebnou metodou v medicing. Ceské republice, co se ty¢e tmrti na srdedni
choroby, patfi jedno zcelnich mist v Evropé. 1 ztohoto divodu se vyvoji této metody
a koronarnich stenti vénuje velkd pozornost, coz pomaha Umrtnost pacientdl na
kardiovaskularni onemocnéni nadale snizovat.

Pric¢inou ischemické choroby srde¢ni byva vétSinou ateroskleroza. Je znam vztah mezi
matrixovou metaloproteinazou— 2 a -9 a ateroskler6zou. Tyto enzymy jsou piitomné
v aterosklerotickych platech, kde jsou produkovany pénovymi buiikami. Jejich proteolytickou
aktivitou zptsobuji naruseni platu, coz mtize vést az k jeho ruptuie. Toto zjisténi vede k tomu,
Ze by se dané enzymy mohly stat markerem nestability platu a zanétu a ukazatelem prognézy
u pacientt s ischemickou chorobou srdecni.

Cilem této diplomové prace je stanovit hladiny zelatinaz u pacient s ischemickou
chorobou srde¢ni pomoci metody Zelatinové zymografie. Tato metoda je zaloZzena na
elektroforéze v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym. Zelatinova zymografie
vyuziva gely, které jsou kopolymerovany s zelatinou, coz je hlavni substrat téchto enzymd.
Vsichni pacienti podstoupili implantaci stentti pomoci metody perkutanni koronarni intervence.
Vsechny vzorky séra pacientii pochazi z Interni kliniky - Kardiologického oddéleni se sidlem

v Pardubicich (Nemocnice Pardubické kraje, a.s.).



A.TEORETICKA CAST

1. PERKUTANNI KORONARNI INTERVENCE

Perkutanni koronarni intervence (PCI) neboli angioplastika koronarnich cév je
nechirurgicka 1é¢ebna metoda, jejimz cilem je opravit zuZené misto (tzv. stendzu) nebo uplny
uzaveér koronarni (véncité) tepny, ktera zasobuje srdce. Jedna se o zakrok, ktery navazuje
zpravidla na koronarografii. Uplatiiuje se pii 1é€eni chronickych a dlouhodobé stabilnich
koronarnich postizeni, ale pfedevsim v 1é¢bé akutnich stavil, kde se ve spousté ptipadi jedna o

rec
1

zivot zachranujici vykon. Slovo ,,perkutanni znamena, Ze se jedna o metodu, ktera se provadi
vpichem pres kizi a termin ,,intervence nam fika, ze jde o techniku, pomoci které lze

roztahovat (dilatovat) zaZené nebo uzaviené cévy (1; 2; 3; 4).

Nafouknuti balonku

Rozgifend céva

Obriazek 1 — Perkutanni koronarni intervence'

! What is percutaneus coronary intervention (PCI)? Summit Medical Group [online]

2



Metoda PCI se zaklada na zprichodnéni nebo roztazeni ziizeného mista véncité tepny
pomoci balénkového katetru, coz je jakasi cévka na jejimz konci se nachazi miniaturni
roztazitelny balonek. Princip PCI je zobrazen na obrazku 1. Tento zakrok je provadén pod
rentgenovou kontrolou na katetrizacnim sale. Pfistupem pro tuto metodu mulze byt radidlni
neboli palcova tepna v oblasti zapésti pacienta nebo vpichem v oblasti tfisla ptes stehenni tepnu
(V Pardubicich d¢lali asi nejvice pres radialni tepnu) (1; 3).

Po lokalnim umrtveni se do tepny zavadi specidlni umélohmotnd trubicka tzv. vodici
cévka neboli vodic, a to az do Usti ptislusné veéncité tepny. Vnitikem této vodici cévky je pak
zaveden velmi tenky a ohebny dratek az za misto zizeni. Nasledné je po tomto vodici (jako po
kolejnici) zaveden balonek do zizeného mista. Lékar provadéjici zakrok kontroluje nékolikrat
polohu balénku pomoci kontrastni latky. Jakmile je balonek presn¢ umistén doprostied tepny,
kde je nejvice z0zena, dochazi kjeho nafouknuti. Béhem toho dochazi ktomu, ze
aterosklerotické platy jsou tlaceny proti sténé dané tepny, ¢imz se rozsifi vnitini prasvit cévy.
V prubehu nafukovani balonku je pozorné monitorovan celkovy stav pacienta a ¢asto se dostavi
i charakteristicka svirava bolest a miry tlak na hrudi. Poté pomoci kontrastni latky lékar
kontroluje, zda se postizena céva rozsitila. Pokud je nalez ptijatelny, zakrok v této fazi konci.
Nicméné ve veétSin€ piipadil je dnes po rozsifeni tepny implantovan intrakoronarni stent (viz
dale), ktery zlstane uvniti koronarni tepny. Pak se balonek sfoukne a stahne ven vodici cévkou
(2; 3;4;9).

Nasledné se z téla pacienta odstrani vSechny katetry kromé zavadéciho katetru (vodici
cévky), ten zustava zaveden ve stehenni tepné. Zhruba po 4-6 hodinach se tento katetr z tepny
odstrani. Po vyjmuti katetru I¢kaif manualn¢ stlaci tepnu po dobu zhruba 15-20 minut a poté je
bandazovana elastickym kompresnim obvazem na dobu 6-8 hodin, béhem které¢ je nutné
udrzovat klid na Itizku a leZet s natazenou nohou na strané, kde byl proveden vpich. Je nutné,
aby pacient ztistal v nemocnici po dobu minimaln¢ jednoho dne. U druhého, radidlniho pfistupu
se katetr odstrani zpravidla do jedné hodiny od vykonu. Poté je provedeno jen kratké manudlni
stlaceni tepny a nasledné bandazovani na 3-4 hodiny. Béhem této doby mtize pacient sledovan
a muZze eventualné z lizka vstat. Pokud je po uplynuti doby pacient bez komplikaci, je
propustén domtl a poucen, aby do dal§iho dne danou horni koncetinu udrzoval v klidu. Po
zakroku je zapottebi, aby pacient dlouhodobé uzival 1éky, které zabranuji shlukovani krevnich
desticek, ¢imz snizuji vznik krevni srazeniny, a to naptiklad kyselinu acetosalicylovou
(Anopyrin). V piipadé, Ze je implantovan stent je podavan napiiklad 1ék clopidogrel (Plavix),
ktery brani agregaci krevnich desticek. Velka ¢ast pacientd uziva léky na sniZeni hladiny

cholesterolu v krvi (statiny) (2; 4; 3; 5).
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PCI je dnes nejcastéjsi intervencni zpisob 1écby ischemické choroby srdecni (ICHS).
Asi nejvetsi vyznam u akutniho infarktu myokardu (AMI), kdy pomoci této metody Ize za
kratky cas zprichodnit uzavienou véncitou tepnu, ¢imz se zamezi dalsimu odumirani srde¢niho
svalu. U takovych pacientt je dilezité, aby byl zakrok proveden co nejdfive od pocatku potizi
(bolest na hrudi). PCI déle spolu se zavedenim dalSich novych 1é¢ebnych postupti dokazaly
sniZit imrti pacientli na AMI z 25 % na 6 %. Dalsi velky vyznam ma metoda PCI u nemocnych
kde infarkt myokardu (MI) zatim jen hrozi, a to naptiklad u pacientl s nestabilni anginou
pectoris, u kterych se misto postizené stenézou opravi diive, nez se dana tepna zcela uzavre.

Metoda PCI je kazdy rok provedena u vice nez 1000 pacientt (3; 5).

1.1. Mozné komplikace po PCI

Jako témet kazdy lékatsky zakrok, tak i PCI mohou doprovazet jisté komplikace. Lze
je rozdélit na akutni, kam patii komplikace vzniklé béhem vykonu anebo kratce po vykonu a
pozdni. Jednou ze zasadnich akutnich komplikaci je uzavér 1é¢ené tepny, coz mize vyustit ke
vzniku srde¢niho infarktu. V dne$ni dobé¢ se této komplikaci da v jisté mite predejit pouzitim
stentu, o ¢emz bude pojednano dale. Vzacné muze byt navrzeno chirurgické fesSeni (bypass).
Problémem po PCI muze byt krvaceni v mistech vpicht, které se obcas vyskytuje. I kdyz
vétSinou jde vyhradné jen o krevni podlitinu (hematom). Ve vyjime¢nych ptipadech se jedna o
ptipadé chirurgickym zékrokem (2; 4).

Dalsim velmi ojedin¢lou komplikaci je vznik vyduté v misté vpichu (pseudoaneurysma)
nebo spojky mezi tepnou a zilou (AV pistél). Pseudoaneurysma se esi prodlouzenim stlacovani
tfisla nebo pouzitim speciadlniho lepidla. AV pistél vétSinou pacienta neomezuje. Asi nejvetsi
pozdni komplikaci je vznik restendzy, coz by se dalo popsat jako opakované zizeni korondrni
tepny v misté ptivodniho rozsifeni. Tato komplikace nastane asi v 15-25 % ptipadi a to béhem
2-6 mesicl, v pozdéj§im obdobi je vzacna. Z velké Casti lze restendzu uspéSné vytesit
opakovanim PCI nebo pouzitim specialnich stentli, ¢imZz se zabrani novému zuZzovani
poskozené tepny. Nicméné u skupiny pacientli je nutné tento stav fesit pomoci operace (bypass)

(2; 4). Vznik restenozy je detailnéji popsan v kapitole 2.4.1.



2.  STENTY

Stent by se dal popsat jako mala vyztuz, ktera pomaha udrzet tepnu roztaZenou (I. Interni
kardioangiologicka klinika FNHK). Poprvé byly pouzity koronarni stenty na konci
osmdesatych let. Vzhledem k tomu, Ze tyto prvni pokusy vedly ke zna¢nym problémtm (vyskyt
akutnich a subakutnich trombotickych uzaveért), nezaznamenaly v té dobé koronarni stenty
vétsi pokrok. Nicméné i pres pocateéni potize se pokracovalo v dal§im vyvoji stentll s cilem
omezeni vzniku cévnich komplikaci. Pomoci nékolika studii se povedlo zdokonalit postup
implantace stentd a oteviit tak cestu k hojnému vyuziti v klinické praxi. Ke zvySeni poctu
provedenych zakrokl zejména v Evrop€ ptispelo rovnéz uvedeni na trh celé fady novych typi
stenttl, které mély zdokonalené technické parametry. V dnesni dobé je PCI vétsinou doplnéna
o zavedeni intrakoronarniho stentu, ¢imz stenty piispély ke zvySeni G¢innosti a bezpecnosti této
metody (4; 6).

Koronarni stenty Ize rozdélit na zékladé jejich mechanismu rozpindni na
samoexpandabilni a balon-expandabilni stenty. Poté je mizeme rozdélovat podle slozeni na
stenty z nerezové oceli, tantalu, slitiny na bazi kobaltu, nitinolu, pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
aktivniho povlaku (vrstvy) a biologicky odbouratelné (biodegradabilni) stenty. V neposledni
fad¢ je lze rozdélit i podle designu na stenty se sitovou strukturou (draténé sit€), strukturou

Sroubovicovou, kombinovanou ¢i strukturou vyfezavané trubicky (6; 7).

2.1. Kovové stenty

Holé kovové stenty (z angl. bare metal stents, BMS) byly jedny z prvnich pouzivanych
koronarnich stentid. Kovové stenty pomohly zabranit pfedéasnému nahlému uzavieni tepny v
disledku akutniho elastického recoilu (zuzeni v misté¢ oSetfené tepny) a obecné lepSich
vysledkl u pacientd. Vyrabi ze specialni slitiny, dnes nejcastéji ze slitiny chromu a kobaltu

nebo titanu. (8; 9) Priklad kovového stentu je na obrazku 2.



Obrdzek 2 — Priklad kovového stentu’

2.2. Lékové stenty

Zavedeni lékovych stentti (z angl. Drug eluting stents, DES) do klinické praxe
znamenalo velky pokrok v 1é¢bé pacientli s ICHS. Byly vyvinuty z BMS pfedevsim ve snaze
snizeni rizika vzniku restendzy a dalSich patologickych procesti (Napt.: hyperplasie neointimy,
hypersenzitivni reakce a dalsi). Lékové stenty se skladaji ze tif komponent. Prvni je zakladni
povrch stentu (platforma stentu), ktery je vyroben z nerezové oceli nebo nejcastéji ze specialni
slitiny kobaltu a chromu. Druhou komponentu tvoii polymer, ktery fidi nacasovani, uvoliiovani
a dodavani 1éciva. Polymer je trvalou soucasti stentu. Posledni casti, kterd tvoti DES, je
uvolnujici se 1€k. (10; 11; 12) Priklad struktury DES je uveden na obrazku 3.

Mezi 1ékové stenty prvni generace fadime pfedevSim sirolimem potazené stenty.
Sirolimus je antibiotikum, jinak nazyvané rapamycin, které bylo poprvé izolovano
z mikroorganismu Streptomyces hygroscopicus. Pisobi antifroliferatné a je vyuzivan
v transplanta¢ni medicin€ jako imunosupresivum. Implantace takovychto stentii vyrazné snizila
nutnost dalsi revaskulizace stentované tepny. Po dlouhodobém sledovani byla ale zjiSténa
hypersenzitivita na tyto Iékové stenty a také, ze chybi reendotelizace potahovanych stentd, a to
pozdni trombdzy stentu po vice nez jednom roce od implantace DES, casto po vysazeni dualni

antiagregacni 1&cby (10; 13; 14).
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Dalsim milnikem ve vyvoji DES byl rok 2015 a ptichod 1ékovych stenti druhé generace.
Obsahuji novéjsi léky (everolimus a zotarolimus), vice biokompatibilni polymery a vyuzivaji
platformy z kobaltu nebo platinového chromu. Dalsi vyvoj Iékovych stentli spocival v
optimalizaci davky a kinetiky uvoliiovaného 1éku ze stentu a také v tloust'ce strutli (vzpér
stentu) stentl, kterd se dale snizovala. Everolimus je syntetickym analogem sirolimu a
zotarolimus je lipofilni derivat sirolimu. Nova generace DES s biokompatibilnimi nebo

biologicky odbouratelnymi polymery vyznamné zlepsila klinickou bezpecnost a t¢innost DES
(11; 13; 14).

Obriazek 3 - Piiklad Iékového stentu’

2.3. Biodegradabilni neboli vstirebatelné stenty

Vstiebatelné stenty (z angl. bioresobable vascular scaffold, BVS) jsou za poslednich par
let jednim z hlavnich pfedmét z4jmu skloniovanych v interven¢ni kardiologii. Jedna o velmi
atraktivni alternativu, jelikoz zakladni myslenkou BVS je, Ze poskytnou doc¢asnou oporu cévni
stené po PCI a poté se rozlozi a kompletné vstiebaji. Prvnim implantovanym vstfebatelnym
stentem byl na pielomu tisicileti Igaki-Tamai BVS, ktery se nedostal do klinického pouziti pro
PCI (15).

Nejvice dat a klinickych zkuSenosti je v sou¢asné dobé pro systém Absorb BVS™, ktery
je uveden na obrazku 4. Kostru tohoto vstiebatelného stentu tvoii polymer poly-D, L-laktadova
kyselina (PLLA), ktery je pokryty antiproliferativni latkou everolimem. PLLA je hydrolyticky
degradovana v n¢kolika krocich na pyruvat. Pyruvat vstupuje do Krebsova cyklu, kde je

metabolizovan na konecné produkty, kterymi jsou oxid uhli¢ity a voda. V preklinickych

3Ultimaster® - Drug eluting stent. TERUMO EUROPE [online]
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modelech trva Gplné vstfebani stentu Absorb 2 roky, nicméné pii klinickém testovani bylo
7jisténo, ze trvalé vstiebani je ukonceno po 3 letech. Podle soucasnych publikovanych vysledki
se zda, ze Absorb stent ma horsi klinické vysledky nez kovovy lékovy stent potazeny
everolimem. Jedna se zejména o vysoké riziko vzniku pozdni trombdzy ve stentu, ktera se zda
byt spojena se suboptimalni technikou vykonu. Vys$s$i vyskyt subakutni trombozy
vstiebatelného stentu je omezeny na tepny mensiho kalibru. V dusledku téchto a dalSich
skutecnosti (Napf.: technicka omezeni pfi implantaci, nejasna doba dualni antiagregacni 1écby
po implantaci BVS) byl tento typ stentu stazen z klinického pouziti. Vyjimku tvoftily probihajici
studie a registry (17; 18; 19; 20)

Obrazek 4 - Piiklad vstiebatelného stentu (Absorb) #

2.4. Komplikace po implantaci stenti

Mezi zavazné akutni komplikace, které mohou nastat pifi implantaci koronarnich stentti
1ze zaradit perforaci nebo rupturu véncité tepny, dale pak disekcei tepny, akutni trombdzu stentu,
AMI, embolizaci stentu a umrti. Naopak chronickou komplikaci po zavedeni stentu miize byt
resten6za ve stentu a také velmi pozdni trombodza ve stentu (6; 16). Nejvice zavaznymi a

diskutovanymi komplikacemi je restendza a tromboza v intrakoronarnim stentu.

2.4.1. Resteno6za v koronarnim stentu
Obecné pojem restendza znamena opétovné zizeni 1é¢ené tepny. Jedna se o novou

1ékatskym vykonem vytvotfenou nemoc. Kritérium restendzy je ptfitomnost stendzy veétsi nez

4 Bioresorbable Stents Are the Way of the Future. Diagnostic and Interventional Cardiology [online]
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50 % pruméru cévy. Restendza se miize vyskytovat pfimo ve stentu, pak ji nazyvame in stent
resten6za (ISR), nebo v blizkém okoli stentu do 3-5 mm, ktera se nazyva in segment. ISR
vznika nejcastéji do 6 mésicl po implantaci stentu. Hlavni mechanismus, ktery se podili na
resten6ze po implantaci stentu, je neointimalni hyperplazie. K neointimalni hyperplazii vedou
Ctyfi procesy. Mezi né patii tvorba trombu v misté poranéni, zanét, proliferace a migrace bunék
hladkého svalstva (SMC) a tvorba extracelularni matrix. Vyrazné¢ vyssi riziko ISR predstavuje
pritomnost nekterych dalSich onemocnéni, pfedevsim diabetes mellitus a chronické renalni
insuficience (17; 18; 19).

ISR neni zdaleka tak neskodnym jevem, jak se zddlo (v minulosti), jelikoz mnoho
ptipadu se klinicky projevovala akutnim koronarnim syndromem. Nejlepsi prevenci vzniku ISR
je implantace DES druhé generace, kdy je riziko vzniku ISR nizké. U modernich BMS je riziko
vyskytu ISR 20-30 % a u DES druhé generace je toto riziko snizeno na 5-12 %. I pfes pokroky

u DES, které maji antiproliferativni €¢inek, neni vyskyt restendzy nulovy (17; 19).

2.4.2. Tromboza v koronarnim stentu

S nastupem DES prvni generace doSlo k vyznamnému omezeni vzniku restendzy
v porovnani s BMS a tim padem i ke sniZeni poctu opakovanych revaskularizaci. Bylo zjisténo,
ze se u nich vyskytuji nebezpecné a letalni vedlejsi ucinky, ¢imz DES pfinesly do intervencni
kardiologie novy do té doby neznamy pojem — akutni, subakutni, pozdni a zejména velmi
pozdni tromboza stentu, kterd se projevi teprve po vice nez jednom roce. Pivod pozdni
trombdzy DES neni s jistotou stanoven. Nicméné jsou znamy Ctyii zakladni patologické
mechanismy, mezi které patii nedokonald endotelizace stentu, pretrvavajici zanétliva reakce,
ktera je vyvolana polymerem, nedokonala apozice stentu a urychlend neoateroskleroza ve
stentu. Nékolik randomizovanych studii porovnalo DES prvni generace s BMS. Tyto studie
prokézaly zvyseny vyskyt velmi pozdni trombézy prave u prvni generace DES. Toto zjisténi
vedlo k vyvoji DES druhé generace, které jsou jiz z biokompatibilniho polymeru a obsahuji
nové léky. V porovnani s predchozimi DES prvni generace ukazaly DES druhé generace,
konkrétné everolimem potazené stenty (Napfi.: stent Promus, Boston Scientific), vyznamné
mén¢ piipadi velmi pozdni trombozy (20; 21; 22).

Bylo prokézano, ze pozdni tromboza stentu neni vyhradou jen 1ékovych stentd, ale ze
se ve stejné mife tyka i BVS. Riziko pozdni trombozy stentu je srovnatelné s DES prvni
generace a jeji pricina je zejména v tloust'ce stentu. Prikladem mize byt pifipad pacienta, u
kterého doslo k trombdze ve stentu 17 mésicti od implantace BVS. Vysledky tiletého sledovani

studie ABSORB 111, do které bylo zatazeno pies 2000 pacientil, prokazaly nartst vyskytu
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trombdz stentu a akutniho infarkt myokardu v povodi intervenované tepny u pacientid
osetfenych BVS. V prvnim roce sledovani postihovaly tromb6zy BVS, které byly implantované
do velmi malych cév, které nejsou pro tento typ stentu piili§ vhodné. Nicméné trombozy vzniklé
mezi prvnim a tfetim rokem sledovani postihovaly spisSe BVS, které¢ byly implantované do tepen
vhodnéjSich pro tento typ stentu. VétSina pacientd s trombdzou stentu uzivala dvojitou
protidestickovou lécbu. Dtlezité zpravy piinesou vysledky studie ABSORB IV, jenz je
zaméfena na prokazani klinické prevahy vstfebatelného stentu v pozdnim obdobi. Vysledky
budeme znat po roce 2020 (20; 23; 24).

Akutni trombozy stentli se ¢asto vyskytovaly v zacatcich jejich implantace, kdy se
pouzivaly BMS. Akutni trombdza nastala az u 10 % pacientl, a to i pfes diraznou
antikoagulacni 1écbu. Ke zlepSeni a snizeni incidence akutni trombozy pfispélo zavedeni
novych technik implantace. Z toho dtivodu je vznik akutni trombdzy ve stentu povazovan za

vzacnou i kdyz zavaznou komplikaci (10; 25).
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3. ISCHEMICKA CHOROBA SRDECNI

Mezi onemocnénim srdce stoji na prvnim misté ischemicka choroba srdec¢ni (ICHS).
V primysloveé rozvinutych zemich se ICHS a dalsi komplikace spojené s ateroskler6zou podili
na vetsing piipad umrti u mazu star§ich 45 let a zen nad 65 let (5).

ICHS je nazev pro celou skupinu patologickych stavt, které maji spolecné, Ze dochazi
k ischemii myokardu, tedy nedostate¢nému prokrveni. Toto onemocnéni by se dalo popsat jako
porucha funkce srdce, jejiz pfi¢inou je ischemie srdecni svaloviny, které je zptisobeno zuzZenim
nebo uzavérem ve véncitych tepnach. Pokud dojde k zuzeni nékteré tepny, je dana oblast
srde¢niho svalu méné prokrvena, coz se projevuje sviravou bolesti za hrudni kosti - angina
pectoris (5). Nejcastéjsi pricinou ischemie myokardu je ateroskleroza, ktera vede k tvorbé
aterosklerotickych plati v lumen koronarni arterie (26). U starSich pacientti je ICHS zaroven

s hypertenzi hlavni pfic¢inou srdecni dysfunkce (27).

3.1. Formy ICHS

Klinicky se ICHS projevuje n¢kolika formami, které se mohou mezi sebou rizné

kombinovat. ICHS délime na formu akutni a chronickou (27; 28).

3.1.1. Akutni formy ICHS

Tyto formy ICHS mtzeme rovnéz nazvat jednotnym pojmem akutni koronarni syndrom
(AKS). AKS se povazuje za zavazné onemocnéni a predstavuje pro pacienta bezprostiedni
ohrozeni Zivota, které se musi vétSinou neodkladné fesit. Mze k nému dojit i bez jakykoliv
ptedchozich znamek ICHS, tedy tzv. z plného zdravi. Je zptisoben nahlou zménou prisvitu
srde¢ni tepny, ktera zpusobi preruseni dodavky kysliku do casti srdce. Nasledné dochazi
k pfechodné nebo trvalé ischemii myokardu. Nejcastéjsi pticinou vzniku akutnich forem ICHS
je pritomnost nestabilniho aterosklerotického platu. Akutni forma ICHS zahrnuje nestabilni
anginu pectoris (NAP), akutni infarkt myokardu (AMI) a nahlou srde¢ni smrt (28; 29; 30; 31).

NAP by se dala popsat jako pfechodnd ischemie myokardu, kterda mize vzniknout i
v klidu. Jedna se o nové vzniklou anginu pectoris nebo jakymkoliv zplisobem zhorSenou
dosavadni anginu pectoris v poslednich 30 dnech. ZhorSenim se mysli naptiklad zvySeni
frekvence a prodlouZeni zachvatli, zména charakteru bolesti netrvajici déle nez 20 minut.
Dtivodem byva ruptura nestabilniho aterosklerotického platu a nasledné tvorba trombu, ktery

zvetsi stupen neprichodnosti véncité tepny, ¢imz dojde ke zhorSeni ischemie. Rozdil oproti MI
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je, Ze bolest celkem rychle odezni a pacient nema zvysSené biochemické markery nekrozy
myokardu (Napf.: troponiny) (28; 29).

AMI vznikd jako pricina nekrozy myokardu, kterd je zplsobena nestabilnim
ischemickym syndromem. Dochazi k nahlému uzavieni koronarni tepny, ktera zasobuje danou
oblast krvi nebo k jejimu vyraznému zizeni. Ve vétSin€ piipadi, stejné jako u NAP, stoji za
vznikem AMI ruptura aterosklerotického platu, na kterém se nasledné vytvoii trombus.
Nekroza myokardu v disledku ischemie za¢ind jiz za 20-30 minut po uzavéru dané tepny a
zhruba do 6 hodin postihne celou tloustku stény komory. V klinické praxi je toto onemocnéni
diagnostikovano na zakladé¢ wvysledki z elektrokardiogramu (EKG, dvanactisvodovy),
biochemickych markeri, invazivnich i neinvazivnich zobrazovacich technik. Existuje nékolik
typt infarkti. AMI je klasifikovany na zdkladé pfitomnosti nebo nepiitomnosti elevace
ST-useki na kiivee EKG. MI, kde jsou pfitomné elevace usekll ST na EKG kiivce nazyvame
STEMI (z angl. ST-Elevation Myocardial Infarction), coz zpravidla odpovida starSimu
oznaceni Q-infarkt. Ke STEMI vede typicky naprosta okluze (uzavér) trombu v tepné. Naopak
MI, u kterého nejsou ptritomné elevace ST-usekti na EKG kiivce oznacujeme NSTEMI (z angl.
Non-ST-Elevation Myocardial Infarction), ktery obvykle odpovida star§imu terminu non-Q
infarkt. NSTEMI nebo NAP jsou dtsledkem vzniku ¢astecného uzavéru tepny trombem nebo
uzavérem s pritomnosti kolateralni cirkulace (29; 28; 30).

Terminem nahld srde¢ni smrt se oznacuje pfirozend smrt z kardidlni pficiny. Je
doprovazena nahlou ztratou védomi se srdecni zastavou, k ¢emuz dochazi do 1 hodiny od
vzniku akutnich symptomt, a to u osob bez zndmého onemocnéni srdce. To znamena, ze dany
jedinec byl béhem ptedchozich 24 hodin bez potizi. Ve vétsing ptipadd se jedna o dusledek
zavazné poruchy rytmu srdce (Napi.: fibrilace komor, komorova tachykardie). NejveétSim
rizikovym faktorem nahlé srdecni smrti je pravé ICHS, kde u nékterych jedincti je nahla srde¢ni
smrt viibec prvnim projevem doposud bezptiznakové ICHS. Dale to pak muze byt napiiklad
kardiomyopatie, vrozend onemocnéni srdce a vodivého systému a strukturalni onemocnéni a

chlopenni vady (29; 31; 32).
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3.1.2. Chronické formy ICHS

Chronické formy ICHS predstavuji oproti akutnim formam ICHS skupinu onemocnéni,
ktera nevyzaduji bezprostifedni hospitalizaci. Jedna se o stabilizované formy ICHS, kam fadime
stabilni anginu pectoris (SAP), stav po prodélaném MI, tzv. némou ischemii, koronarni
syndrom X a chronické srdecni selhani (33; 34). Existuje mnoho zptisobl déleni chronickych

SAP, nebo také namahova angina pectoris, je jednim z nejcastéjSich projevt chronické
ICHS. Jedna se o klinicky syndrom, ktery doprovazi typické sviravé bolesti na hrudi, v rameni,
v dolni Celisti, v pazich a zadech. Bolesti se objevuji pii fyzické namaze, plisobenim chladu
anebo pfi emo¢nim stresu. Charakteristické pro tyto bolesti je, ze pomérné rychle ustupuji
(nejdéle do 5 minut) po preruseni vyvolavajictho momentu (namahy) nebo pii podani
kratkodobé piisobiciho sublingvalniho (vstiebdni latky skrze sliznici dutiny ustni) nitratu
(nitroglycerinu). Nazyvame je odbornym terminem stenokardie. Jsou zpusobeny docasnou
ischemii myokardu, kterd je zplsobend nepomérem mezi dodavkou a spotfebou kysliku.
Pri¢inou tohoto nepoméru je vétSinou omezeni pritoku neékteré z koronarnich tepen z diivodu
pritomnosti aterosklerotického platu, ktery zazi vnitini prisvit cévy o vice nez 70 %. Stupeni
zatéze vyvolavajici bolest se nazyva angindzni prah a je vétSinou nepiimo umérny zavaznosti
stendzy koronarnich tepen. K posuzovani zdvaznosti anginy pectoris se pouziva klasifikace
podle Kanadské kardiologické spolecnosti (CCS), ktera je uvedena v tabulce 1 na nasledujici
strance. Lécbu pacienta s SAP predstavuji pfedevsim rezimova opatieni, koronarni intervence
(chirurgické nebo katetrizacni) a zejména pak farmakologicka 1écba (Napft.: 1éCba statiny,

betablokatory a dalsi) (28; 35; 36; 37).
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Tabulka 1 — Klasifikace anginy pectoris podle CCS?

Stupeii o _ .
7 Stenokardie je vyvolana jen mimofadné velkou namahou
Stuperi Stenokardie je vyvolana vétsi, ale v bézném Zivoté obvyklou namahou,
17 napf. vystupem do vyssiho nez 2. podlazi, chiizi do kopce apod.
Stupeii Stenokardie je vyvolana jiz malou ndmahou, napft. chiizi po rovin¢,
I vystupem do nizs§iho nez 2. podlazi apod.
Stupeii o . .
W Stenokardie se objevuje pii minimalni zatézi nebo v klidu.

Dalsi chronickou formou ICHS je stav po prodélaném MI. JelikoZ pacienti, kteii jiz
prodélali M1, jsou ohrozeni dal$imi kardiovaskularnimi onemocnénimi. Pred tim, nez jsou tito
pacienti propusténi z nemocnice, stanovi u nich kardiolog pomoci neinvazivnich testii riziko
reinfarktu. Na zaklad¢ toho jsou pacienti zafazeni bud’ do skupiny pacientt s nizkym rizikem a
na nemocné s vysokym rizikem reinfarktu, u kterych lze neptiznivou prognézu zmeénit pomoci
sekundarni prevence, kterd se nijak razantn¢ neliSi od primarni. Tvoii ji opét predevsim
farmakologicka 1éCba (28).

Termin néma ischemie myokardu (asymptomatickd) ptredstavuje skupinu chronickych
ischemii, u kterych dochazi k postupnému zuzovani koronarnich tepen. Nejsou provazeny
typickymi bolestmi, a tudiz u téchto pacientti probihd ICHS skryté a bez ptiznakt. Ischemie se
u takto nemocnych pacientli projevuje jen nepfimo typickymi zménami na EKG kiivce (deprese
usekd ST béhem ambulantniho monitorovani EKG anebo pfi zatéZovém EKG). Néma ischemie
myokardu mize piejit v jakoukoliv jinou formu ICHS. Casté&jsi byva dana chronicka forma
ICHS u pacientii s onemocnénim diabetes mellitus (29; 35; 38).

Mezi chronickou formu ICHS fadime i koronarni syndrom X. Jedna se o abnormalni
typ anginy pectoris neboli mikrovaskularni angina, ktera se projevuje opakovanymi
stenokardiemi. Na EKG jsou pfitomné zmény, které jsou piizna¢né pro ICHS, nicméné pti
provedeni koronarni angiografie neni nalezena stendza koronarnich tepen. Dale chybi pozitivni
ucinek na nitroglycerin. Zakladem této formy je mikrovaskularni dysfunkce koronarniho fecisté
na urovni prearteriol. Vyssi vyskyt byl zaznamenam u Zen a obéznich lidi (29; 35; 38).

Chronické srde¢ni selhani vznika jako nasledek poruchy funkce srdce nebo poruch

srde¢niho rytmu. Je charakterizovano jako pokles srde¢niho vydeje se vzestupem plnicich tlakt.

S HRADEG, J. 2 S. BYMA cit. s. 7
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V soucasné dobé je podkladem pro vétSinu piipadd chronického srdecniho selhani dysfunkce
levé komory jako nasledek MI, hypertenze a velmi ¢asto obou najednou. Jako ptiznak vévodi
(dominuje) namahova dusnost, tnavnost a zhorSeni tolerance zatéze nebo piipadné otoky
dolnich koncetin. Pro posouzeni a diagnézu srde¢niho selhani (akutniho i chronického) lze
pouzit funkéni klasifikaci New York Heart Association (NYHA), ktera je asi nejpouzivané;jsi

klasifikaci v kardiologii. NYHA klasifikace je uvedena v tabulce ¢ 2 (39; 40).
Tabulka 2 - NYHA klasifikace?’.

NYHA Definice
Bez omezeni Cinnosti. BéZna télesna aktivita nevyvolava potize a
Trida 1 nepuisobi vy¢erpani. Radime sem nemocné, u kterych vymizeli piiznaky po
lécbe.

Mirné omezeni télesné ¢innosti. Kazdodenni ndmaha vycerpava a
T¥ida 11 zpisobuje dusnost. Zvladnuti lehké télesné aktivity (Napft.: nemocni vyjdou
jedno patro schodl bez zastaveni).
Znacné omezeni télesné Cinnosti. Nevelka namaha vede k vyCerpani a
T¥ida II1  dusnosti. V klidu bez obtizi. Dusnost nastava jiz pii zékladnich ¢innostech jako
oblékani, myti apod.

Obtize pii kterékoliv télesné ¢innosti invalidizuji. Dusnost se objevuje i

Trida IV v klidu. Jakéakoli aktivita obtize zhorSuje. Nemocni jsou neschopni

samostatného zivota.

3.2. Cévni zasobeni srdce

Koronarni stenty se implantuji do véncitych (srdec¢nich) tepen, jak uz bylo popsano
vySe. Z tohoto diivodu bych zde rada také uvedla, o jaké tepny se jedna, a to pro nazornou
(lepsi) predstavu kam konkrétné jsou stenty pacientim vpravovany. Uvedla jsem zde arterie,
kam se stenty pacientim implantuji nejcastéji. Detailni popis korondrniho fecist¢ uvadi
obrazek 5, ktery je na nasledujici strance

Vyzivu srde¢nich stén zajist'uji dveé koronarni arterie, které odstupuji ze samého zacatku
aorty tésn¢ nad aortalni chlopni. Prvni se nazyva arteria coronaria dextra (ACD) neboli prava
véncita tepna. Zasobuje stény celé pravé komory. Druha koronarni arterie se jmenuje arteria
coronaria sinistra (ACS), leva véncita tepna, kterd zasobuje ostatni ¢asti srdce (tj. vétSinu stén

levé komory). ACS se poté déli na dve vétve: piedni sestupnou vétev — ramus interventricularis

6 SPINAROVA, M. a kol. cit. s. 132 a SPINAR, J. a kol. cit. s 164
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anterior (RIA) a zadni sestupnou vétev — ramus circumflexus (RCx). Dale se jesté vétvi na:
ramus diagonalis (RD), coz je vétev RIA, ramus marginalis sinister (RMS), ktera je vétvi RCx.
Poté jeSté na ramus intermedius (RIM), ramus posterolateralis sinister (RPLS) ¢i dexter

(RPLD). Spodni ¢ast srdce zasobuje ramus interventricularis posterior (RIVP) (41; 42).

a. coronaria sinistra

/ (AcS)

a. coronaria dextra

(ACD)

 rr. atrioventriculares

e

- g \ ——— r. circumflexus

(RCx)
rr. atriales (dextri anteriores) 9

_ r.lateralis(r.diagonalis)

(RD)
rr. ventriculares dextri anteriores ___

a2 V) |\ = r. marginalissinister
r. nodi atrioventricularis —____ (RMS)

_— r.interventricularis anterior

-------- / : (RIA)

r. interventricularis posterior

(RIVP)

r. marginalisdexter

rr. interventriculares septales

Obriazek 5 — Cévni zasobeni srdce’

7BLAHUT, P. Cievne zasobenie srdca. TECHmMED [online]
16



4. MATRIXOVE METALOPROTEINAZY

Matrixové metaloproteinazy (MMP), které jsou také nazyvané jako matrixiny, tvoii
rozsahlou rodinu 24 zinek dependentnich endopeptidaz. Jsou zapojené v remodelaci
extracelularni matrix (ECM) a to proteolyzou jejich komponent. Remodelace ECM patii mezi
stézejni faze nékolika fyziologickych procesii, kterymi jsou naptiklad tkanova morfogeneze,
vyvoj a reparace a reprodukce. Uplatnuji se ale i v nékolika patologickych procesech zahrnujici
karcinogenezi, zanétliva onemocnéni a kardiovaskularni onemocnéni. Zdrojem MMP je cela
fada bunék, kterymi jsou predevsim makrofagy, endotelialni buiiky a buiiky hladkého svalstva.
Vétsinou jsou MMP  syntetizovany do extracelularniho prostoru jako neaktivni
zymogeny - proenzymy (proMMP), coz vyzaduje nasledné Stépeni na katalyticky aktivni
enzymy. Hlavnim regulatorem jejich proteolytické aktivity je skupina endogennich inhibitord,
které nazyvame tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinaz (TIMP). Jedna se o
ctyiclennou skupinu (TIMP-1 az TIMP-4) s riznymi biochemickymi vlastnostmi a afinitou
k MMP. MMP muzeme rozd¢lit do nékolika skupin podle substratové specifity a mechanismi,
jakymi substrat §t€pi na kolagendzy, stromelysiny, matrilysiny, membranové vazané MMP a

zelatinazy (43; 44; 45; 46; 47). Skupinou Zelatinaz se ve své praci budu zabyvat nejvice.

4.1. Ateroskleroza

Ateroskleroza je chronicky zanétlivy proces, ktery byva nejcastéjsi pricinou ICHS.
Za prvopocatek koronarni aterosklerdzy je pokladano subendotelialni ukladani LDL s vysokym
obsahem apolipoproteinu B do predisponovaného useku tepny, které jsou nasledné
modifikovany vétSinou vlivem oxidativnich zmén. Odpovédi na uklddani modifikovanych
lipoproteint je chronicka zanétliva reakce, kterd je zprostfedkovana monocyty a T bunikami.
Soucasné se méni fenotyp SMC medie tepny a migruji do subintiméalnich prostor. Monocyty se
za ucasti dalSich specifickych latek méni na makrofagy. Pohlcovanim modifikovanych
lipoproteini se makrofagy méni na pénové bunky. Hromadénim pénovych bunck dochazi
k tvorbé tukovych prouzkil. Pro tyto 1éze je kromé pritomnosti pénovych bunék charakteristicka
ptitomnost SMC a extracelularné ulozenych lipidii. Prohlubovanim endotelialni dysfunkce
vznika ateroskleroticky plat (48; 49; 50).

Aterosklerotické platy jsou tvoteny velkym lipidovym jadrem obsahujici T lymfocyty a
pénové bunky, které produkuji fadu tkanovych faktorti a metaloproteinaz. Lipidové jadro je
pokryté tenkou fibrozni ¢epickou, ktera obsahuje velké mnozstvi aktivovanych bunék zanétu

(makrofagy) produkujici fadu cytokinti a proteolytickych enzymii. Pokud ma ateroskleroticky
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plat fibrézni Cepicku silnou a neporusenou, oznaCujeme ho jako stabilni. Naopak, ma-li
ateroskleroticky plat Cepicku tenkou, je oznacovan jako nestabilni (vulnerabilni). Sekreci
proteolytickych enzymt, jakou matrixové metaloproteinazy, degraduji makrofagy ECM, coz
zpusobi oslabeni fibrozni Cepicky, které mize zpusobit rupturu nebo erozi nestabilniho
aterosklerotického platu. Jakmile dojde k ruptuie platu a krev pronikne z lumen tepny do
lipidového jadra, dojde ke spusténi vnéjsi hemokoagulacni kaskady (kontakt krve s tkdniovym
faktorem). To vSe vede ke vzniku trombu, ktery je bohaty na fibrin a krevni desticky. K ruptuie
platu a naslednému vzniku trombu pfispiva i probihajici zanétliva reakce. Ruptura takového

platu zptsobuje vétsinu AKS (49; 51; 52).

4.2. Zelatinazy

Matrixova metaloproteinaza — 2 (MMP-2) a matrixova metaloproteinaza — 9 (MMP-9)
patii do skupiny MMP nazyvané zelatinazy. Z toho divodu se MMP-2 nékdy také tika
zelatindza A a MMP-9 je naopak nazyvéana jako Zelatindza B. Tato skupina MMP §tépi fadu
substratil, které zahrnuji denaturovany kolagen, tedy Zelatinu, dale pak elastin, fibronektin a
n¢kolik typt nativnich kolagent jako je naptiklad kolagen typu IV, coz je hlavni komponenta
bazalni membrany (46; 53).

Stejné jako ostatni MMP jsou i Zelatindzy syntetizovany ve forme inaktivnich zymogenti
(proenzymt). Zakladni struktura téchto proteinti je charakterizovana pre-peptidovou doménou,
dale pak auto-inhibi¢ni pro-peptidovou doménu, katalytickou doménu a C-terminalni doménu
podobnou hemopexinu. Pro-peptidova doména saha od N-konce po katalytickou doménu a je
zodpovédna za latenci enzymu. Dale obsahuje cysteinovy zbytek, ktery chrani sousedni
katalytickou doménu. Katalytickd doména Zelatinaz je vysoce konzervovana a obsahuje
vazebna mista pro zinek. Lisi se od katalytické domény ostatnich MMP, jelikoz obsahuje tfi
domény podobné fibronektinu typu II. Tyto domény tvoii tzv. oblast vazajici kolagen, coz

umoznuje vazbu a nasledné Stépeni kolagenu typu IV nebo denaturované zelatiny (43; 46; 54).
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4.2.1. Matrixova metaloproteinaza — 2

MMP-2 je v normalnich cévach trvale produkovana SMC a endotelidlnimi bunkami.
Dale je exprimovana ve fibroblastech a epitelidlnich bunikach. Stejné jako ostatni MMP je
vylu€¢ovana jako proenzym, ktery méa molekulovou hmotnost 72 kDa a aktivovana na povrchu
bunék pomoci membranove vazanych MMP. Aktivni forma MMP-2 ma molekulovou hmotnost
62 (66) kDa. Regulace aktivity je zprosttedkovana pomoci TIMP-2. V plazmé¢ je tato MMP
pfitomna striktné jako monomer. MMP-2 §tépi n¢kolik substratu ECM, jako naptiklad nativni
kolagen typu I, II a III, fibronektin, laminin, elastin a dal$i. Zakladni struktura MMP-2 je

zobrazena na obrazku 6 (55; 56).

- Katalyticka doména

72 kDa

Signalni sekvence
Aktivni misto

Hemopexinova doména

Propeptidova doména
Fibronektinova doména
Vazebné misto pro zinek

Obrazek 6 - Struktura MMP-29

4.2.2. Matrixova metaloproteinaza — 9

Zelatinaza B hraje hlavni ulohu v degradaci ECM v celé fadé fyziologickych a
patofyziologickych procest, které zahrnuji remodelaci tkané. Napiiklad exprese MMP-9 je
dualezita pro implantaci embrya, pocinaje trofoblastickou invazi v ¢asném stadiu t€hotenstvi.
Uvadi se také, ze MMP-9 hraje vyznamnou roli v neovaskularizaci skrze proteolytické
degradace proteini v bazalni vrstvé cév a také, Ze se podili na funkci bun¢k imunitniho systému.
MMP-9 je za fyziologickych podminek produkovana celou fadou bunck, jako naptiklad
neutrofily, makrofagy, fibroblasty a endotelovymi bunikami. V plazme¢ je Zelatinaza B pfitomna
jako monomer nebo jako dimer v komplexu s neutrofilni zelatindzou asociovanou s lipocalinem
(NGAL). MMP-9 stépi vétsinou podobné substraty jako MMP-2, zejména elastin, zelatinu,
nekolik druhti kolagenu (Napt.: typ I, IV, V), dale pak fibronektin ¢i laminin (55; 56; 57).

8 TVEITA, A. a kol. cit. 5.3
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Struktura zymogenu MMP-9 s plnou délkou fetézce zCasti zlstavad neznama, protoze
proMMP-9 se prirozené vyskytuje jako monomery, heterokomplexy (NGAL-proMMP-9
komplex) a homomultimery. Priméarni strukturu lidské proMMP-9 o plné délce udava
obrazek 7. Na tomto obrazku je vidét, Ze MMP-9 obsahuje navic jesté O-glykosylovanou
doménu, kterd se rovnéz nazyva doména podobna kolagenu typu V. ProMMP-9, je
produkovana buitkami v komplexu s TIMP-1, ktery je navdzany na hemopexinovou doménu
zymogenu. Klasicka aktivace MMP-9 predstavuje naruseni interakce mezi molekulou zinku v
katalytické domén¢ a cysteinovym zbytkem (cystein switch) v pro-doméné. Tato strukturni
modifikace vede ke Stépeni proformy a produkci aktivniho enzymu. MMP-9 je aktivovana
jinymi MMP, véetn¢ MMP-2. Aktivita MMP-9 je regulovana pomoci vSech TIMP a v cirkulaci
inhibuje MMP-9 a2-makroglobulin, aby se zabranilo jeji systémové aktivaci. V in vitro
experimentech je nejcastéji pouzivanym aktivatorem acetoxymerkurioanilin (APMA) (57; 58;

59; 60).

ODOOC YOO

T Y PPy LI

. Signalni peptid D Vazebné misto pro zinek - O-glykosylovana doména « Cysteinovy disulfidicky miistek
. Propeptid - Hemopexinova doména e Siry cysteinu Cystein switch
D Aktivni misto . Fibronektinova doména o Zinecnaty ion

Obrazek 7 - Struktura MMP-9?

MMP-9 je syntetizovana jako pre-proenzym. Béhem translace je odstranén signalni
peptid za vzniku proenzymu o molekulové hmotnosti 92 kDa. Aktivace pomoci ostatnich
MMP, konkrétné matrixovou metaloproteinazou — 3, mize produkovat dvé rizné formy
aktivnich enzyma o molekulové hmotnosti 82 kDa (zkracena o N-konec) a 65 kDa (zkracena
o C konec). Rozdil mezi témito dvéma aktivnimi formami je ten, ze 65 kDa formé chybi
hemopexinova doména. NGAL-proMMP-9 komplex mé molekulovou hmotnost piiblizné

116 kDa a multimerni formy maji molekulovou hmotnost ptiblizn¢ nad 200 kDa (60; 61).

° VANDOOREN, J. a kol. cit s. 17
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4.3. Role matrixové metaloproteinazy — 2 a matrixové metaloproteinazy - 9
v ateroskleroze

Roli MMP-2 a MMP-9 u lidskych onemocnéni podporuje nékolik diikazl provedenych
in vivo a in vitro, které se shoduji v tom, ze MMP-9 ma prozanétlivé vlastnosti, zatimco MMP-
2 ma pro-homeostatické vlastnosti. V soucasné dobé¢ je jiz vSeobecné znamo, ze zelatinazy se
podileji na etiologii velkého mnozstvi onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni a autoimunitni
nemoci a v poslednich letech se intenzivné studuje jejich vliv v progresi u riznych druht
karcinomti. V ptipadé¢ kardiovaskuldrnich onemocnéni se Zelatindzy ucastni jak geneze
aterosklerotickych 1ézi, tak i akutnich udalosti, jako je mrtvice nebo MI. Vysoké hladiny MMP
byly detekovany v aterosklerotickém platu a zda se, Ze aktivace MMP usnadnuje aterogenezi,
agregaci destiCek a destabilizaci platu, coz pfedchazi ruptute fibrozni cepicky (56).

Bohatym zdrojem téchto a dalSich MMP v aterosklerotickych 1ézich jsou pénové buiiky,
tedy modifikované makrofagy. Uvolnéné MMP umoziuji migraci SMC pies vnitini elastickou
vrstvu do intimy, pfedev§im MMP-2 a MMP-9 jsou dllezitymi promotory migrace SMC.
Ukazalo se, ze MMP-2 a MMP-9 hraji stéZejni roli praveé v ruptufe aterosklerotického platu,
jelikoz degraduji ECM a podnécuji apoptézu SMC a infiltraci zanétlivych bunck, ¢imz
prispivaji k destabilizaci aterosklerotického platu. Bylo zjisténo, Ze MMP-2 usnadiiuje aktivaci
krevnich desticek, ¢imz se podili na tvorbe trombu pii ruptuie platu. U pacientii s AKS byly v
periferni krvi zvySené hladiny MMP-2 a MMP-9, coz naznacuje na jejich roli v destabilizaci
platd. Vyssi hladiny MMP-2 byly pfitomny u pacientt s NAP a SAP v porovnani s kontrolni
skupinou. Hladiny MMP-2 jsou vyznamné vys$§i u nemocnych s nestabilnimi
aterosklerotickymi platy v porovnani s pacienty, ktefi maji platy stabilni. Zda se, ze zvySena
exprese a aktivita MMP-9 je odpovédi na prevahu prozanétlivych molekul, jako je naptiklad
interleukin-1p a tumor necrosis factor a, v aterosklerotickych 1ézich (43; 55; 62; 63). Distribuce
MMP, které jsou nejcastéji ptitomné v aterosklerotickych 1ézich véetné MMP-2 a MMP-9, je
zobrazena na obrazku 8. Podrobnéji je toto téma popsané v bakalaiské praci Vztah mezi
matrixovymi metaloproteinazami a interleukiny-1 a -6 a vznikem akutniho korondrniho

syndromu (64).
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Stabilni ateroskleroticky plat

Nestabilni ateroskleroticky plat
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s # Apopticka buika

Obrizek 8 - Distribuce MMP v aterosklerotickych 1ézich

10 JOHNSON, J.L cit. s. 101
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5. VZTAH MEZI MATRIXOVOU METALOPROTEINAZOU
-2 A  MATRIXOVOU METALOPROTEINAZOU -9
A PERKUTANNI KORONARNI INTERVENCI

Post intervencni restendza je jednou z hlavnich dlouhodobych komplikaci a hlavnim
limitujicim faktorem dlouhodobé uc¢innosti postupu PCI (65).

Ateroskleroza je pokladana za cévni zanétlivy proces, a proto chronicky zanét hraje
dilezitou roli v patologickém vyvoji a progresi aterosklerotického platu. Ukazalo se, ze MMP-9
by mohla byt citlivy marker zanétu. Zvysena exprese MMP-2 a MMP-9 byla jiz diive nalezena
u pacienti s AKS. Ukazalo se ale, ze hladina MMP-9 v séru by mohla byt ve vztahu
k dlouhodobé prognoéze po koronarni revaskularizaci, naptiklad po PCI, u pacientii se stabilni
ICHS. Pocatecni in vitro a in vivo studie potvrdily obecné zvysené hladiny MMP v koronarnich
arteriich po prodélané PCI, ¢imz mohou pftispivat k cévni remodelaci a resten6ze podpofenim
migrace SMC. Z tohoto diivody by hladina MMP-9 mohla byt nezavislym ukazatelem
budoucich kardiovaskularnich piihod u pacienti se stabilni ICHS po prodélané PCI (66).

Zanétlivé reakce se také objevuji brzy po implantaci koronarniho stentu a hraji tak
dalezitou roli v patogenezi neointimalni hyperplazie. Po implantaci stentu se T buiiky,
makrofagy a bunky hladkého svalstva verbuji do mista implantace stentu. Pfedpoklada se, ze
tato lokalni zanétliva odpovéd’ koreluje s restendzou (67).

Jak jiz bylo vySe zminéno, zanét ovliviiuje stabilitu aterosklerotického platu a podnécuje
jeho rupturu. AKS je zplsoben naslednou trombozou po ruptute platu. MMP-9 podnécuje
destabilizaci a komplikace nestabilnich platt. Rovnéz bylo nalezeno, ze hladiny MMP-9 v séru
jsou spojené s budoucimi kardiovaskularnimi pfihodami u pacientti s kardiovaskuldrnimi
onemocnénimi. Z tohoto divodu se jina studie z roku 2013 (Liu a kol.) snazila najit korelaci
mezi hladinou MMP-9 a rizikem vzniku ISR. V§em pacientim s ICHS byl tispé$né pomoci PCI
implantovan DES (sirolimus) na zaklad¢ koronarni sten6zy. Bylo pfijato 241 pacientt s ICHS
s pritomnosti nebo klinickymi ptiznaky ischemie po PCI a byli rozdéleni na skupinu s ISR a
bez ISR. Zjistili, ze hladina MMP-9 vyznamné vzrostla od pfijeti, na vrcholu byla po 24
hodinach a po dvou tydnech poklesla. Koncentrace MMP-9 v plazmé byla vyznamné zvysSena
24 hodin po PCI a poté se vratila na hladiny pfed PCI. Hladiny MMP-9 jsou tedy zjevné vyssi
u skupiny pacientd s ISR oproti skupiné bez restendzy. Tento vysledek tedy podporuje to, ze
vys$si hladiny MMP-9 jsou spojené s resten6zou po implantaci koronarniho stentu, ¢imz by

mohly pomoci odhalit ty pacienty, kteti maji vyssi riziko ISR (68).
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Technologie DES podstatné snizila vyskyt restendézy v porovnani s BMS. Nicméné
soutasné DES vSak nejsou dokonalé a nemusi pfindSet prospéch vSem pacientim s
onemocnénim koronarnich tepen. NaruSend reendotelializace mtze zpozdit hojeni ran a
zpusobit recidivu zanétu, jakmile zmizi protizanétlivé ucinky 1€kt potazenych DES. Kromé
farmakologickych ucinkd 1€kt potazenych na stentu muze toxicita nebo hypersenzitivita
polymerni vrstvy na povrchu stentu také eventudlné zptisobit pozdni fazi zanétu. Studie z roku
2014 (Taguchi a kol.) dale ukazala u vSech pacientli pomoci vicenasobné regresni analyzy, ze
nezavislymi prediktory zvyseni hladiny interleukinu-8 bylo pouziti DES, stejné jako pocet
implantovanych stentt (69).

MMP-9 ma stézejni roli v patogenezi restendzy po implantaci stentu. Zhang a kol.
poprvé monitorovali hladiny né€kolika prozanétlivych cytokini jako i hladiny MMP-9 u
pacientil, ktefi podstoupili implantaci BMS do kr¢ni tepny a poté sledovali tyto faktory u
pacientil po dobu 6 mésict. Vysledky naznacuji, ze MMP-9 je zapojena v patofyziologickém
procesu po implantaci stentu. Hladiny MMP-9 pied, po 24 hodinach, 3 mésicich a po 6 mésicich

po stentovani kréni tepny jsou uvedeny na obrazku 9 (70).
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Hladiny MMP-9 v séru [ng/ml]
W 1S
| |

Pied 24 hodin 48 hodin 6 mésicu

Obriazek 9 - Hladiny MMP-9 po implantaci stentu do kréni tepny!!

11 ZHANG, R. a kol. cit. s.5
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Studie potvrdily, Ze MMP-9 hraje rozhodujici roli v patogenezi ISR po umisténi BMS
nebo DES, coz znamend, ze MMP-9 je spojena s ISR koronarnich tepen u lidi. Zavérem lze
tedy fici, ze MMP-9 se také podili na chronické fazi po implantaci stentu (70).

Studie z roku 2015 (Mubhsin a kol.) zkoumala asociaci mezi hladinou MMP-9 a in stent
restendzou. Do dané studie byli zafazeni pouze pacienti s SAP, ktetfi podstoupili PCI s
planovanou implantaci BMS. V této studii zjistili, Ze hladiny MMP-9 nevykazovaly zadnou
souvislost s ISR u pacientti se SAP, ktefi podstoupili implantaci BMS pro de novo 1éze (65).

Gregory a kol. hodnotili vztah mezi ISR a plazmatickymi hladinami pro-MMP-9,
latentni MMP-9 a aktivni MMP-9 u pacientd, kterym byl implantovan BMS. Uvadéji, ze aktivni
MMP-9 vykazuje silnou souvislost s ISR a jevi se jako nejpfedvidatelné;si pti plazmatickych
koncentracich > 2 ng / ml. Tato studie ukazuje, ze aktivni forma MMP-9 je nezavislym
ukazatelem rizika ISR u pacientli 1écenych BMS. Prognostickd hodnota tohoto markeru musi
byt dale hodnocena v dlouhodobych studiich (71).

MMP-2 a MMP-9 jsou zapojené do zmén v ECM (ECM turnover) a remodelaci srdce
po infarktu. Jejich uvolnéni a role po MI je zavisla na case. Studie z roku 2013 (Kruk a kol.)
sledovala pacienty po MI, kterym byla provedena PCI, jeden rok a uvedla vyznamné zvySeni
hodnot MMP-2, zatimco hladiny MMP-9 se sniZzily. Podobné posuny téchto hladin biomarkera
béhem dlouhodobého sledovani byly diive pozorovany u pacientli po MI. V této studii zjistili,
ze zakrok pomoci PCI ma tendenci vyznamné snizit hodnoty MMP-9 u pacienti po MI
(0 38 %). Na dynamiku MMP-2 nema PCI viditelny efekt (72).
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6. CILPRACE
Cilem této diplomové prace bylo stanovit hladinu MMP-2 a MMP-9 u pacientti s ICHS,

ktefi podstoupili implantaci stentli pomoci PCI, metodou Zelatinové zymografie a zhodnotit
ziskané vysledky vzhledem k dostupné literatue. Dal§im cilem této diplomové prace bylo
porovnat u téchto pacientli hladiny MMP-2 a MMP-9 u [ékovych a vstfebatelnych stentd.
Hladiny MMP-2 a MMP-9 byly stanoveny ve vzorcich séra pacientil
z Interni kliniky - Kardiologického oddéleni se sidlem v Pardubicich (Nemocnice Pardubické

kraje, a.s.).
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B. EXPERIMENTALNI CAST
7. MATERIAL, PACIENTI A METODA

7.1. Pouzivané pristroje a pomiicky

a) Pomiicky na elektroforézu

e Zdroj Power Pac Basic Power Supply (Bio-Rad, USA)

o Elektroforeticka vana Mini-PROTEAN Tetra system (Bio-Rad, USA)
e Lici ram Mini — PROTEAN Tetra system (Bio-Rad, USA)

e Lici stojan Mini — PROTEAN Tetra system (Bio-Rad, USA)

e Té¢&snici pasky Mini — PROTEAN Tetra system (Bio-Rad, USA)

e Profilovaci skla System Glass Plates (Spacer plates) (Bio-Rad, USA)

o Kratka skla System Glass Plates (Short plates) (Bio-Rad, USA)

e Pipetovaci nastavec Mini — PROTEAN Tetra system (Bio-Rad, USA)

e Plastové hiebeny na tvorbu jamek Mini — PROTEAN Tetra system
(Bio-Rad, USA)

e Plastovy otvirak geltit Mini — PROTEAN Tetra systém (Bio-Rad, USA)

b) Aparatura pro elektroforézu a pfipravu gell je znazornéna na obrazku 10.

Obrazek 10 - Aparatura pro elektroforézu a piipravu geld
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Ostatni pouzivané pomucky

e Analytické vahy LB-1050/2 (Laberte, Mad’arsko)

o Digitalni vahy 440-21N, 440-35A (KERN, Némecko)

e Chladnicka (Liebherr LH KTS 1414, Némecko)

e Hlubokomrazici box MDF — U3386S (Panasonic, Japonsko)

e Laboratorni tiepacka Kavalier LT 2 (Votice, CR)

e Termostat (Memmert, Némecko)

e Blokovy termostat ISOTEMP 145 D (Fisher Scientific, CR)

e Portable analog pH metr HI 8314 (Hanna Instruments, Rumunsko)
e Ultrazvukova vana K1L (Kraintek, Slovensko)

e Pumpa vakuova (Merck, Némecko)

e Sada reagenénich lahvi 100ml, 250ml, 500ml, 1000ml, 2000ml
(Simax, CR)

e Automatické pipety: 10 pul, 100 pl, 1000 pl, 5 ml (BioHit, Finsko)
e Mikro zkumavky Eppendorf: 2 000 pl, 1 500 pl, 600 pl

e Sklenéné a plastové zkumavky: 10 ml, 15 ml

e Petriho misky o priiméru 17 cm

e Sklenéné odmérné valce, kadinky

e Bfitva Gillete Platinum (Procter & Gamble, UK)

e Parafilm (Bemis Flexible Packaging, USA)

e Celofanova folie

e Vortex (Heidolph, Némecko)

e Skener Perfection V600 Photo (EPSON, Japonsko)

7.2. Pouzivané chemikalie

Zelatina, typ A pro elektroforézu (SIGMA-ALDRICH, USA)
Persiran amonny (APS) (SIGMA-ALDRICH, Japonsko)
Dodecylsiran sodny (SDS) (LACH-NER, CR)
Standard MMP-9 (Merck, Némecko)
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Standard MMP-2 (Merck, Némecko)

30 % akrylamid/bis-akrylamid (polyakrylamid) (SIGMA-ALDRICH, USA)
N, N, N', N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (SIGMA-ALDRICH, Cina)
Chlorid sodny (SIGMA-ALDRICH, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-Base) (PENTA, CR)
Hydroxid sodny (SIGMA-ALDRICH, Svédsko)
Chlorid viapenaty (bezvody) (PENTA, CR)
Glycin (SIGMA-ALDRICH, USA)
Kyselina octova 99 % (LACH-NER, CR)
Methanol (LACH-NER, CR)
Ethanol 96 % (LACH-NER, CR)
Glycerol (bezvody) (LACH-NER, CR)
Kyselina chlorovodikova 37 % (SIGMA-ALDRICH, Némecko)
Triton©X-100 (SIGMA-ALDRICH, USA)
Brij® L23 (SIGMA-ALDRICH, USA)
Coomassie Brilliant Blue R (SIGMA-ALDRICH, Velka Britanie)
Bromfenolova mody (Lachema N. P. Brno, CR)
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7.3. Pacienti

Biologické vzorky, které byly pouzity pro tuto diplomovou praci, byly sbirdny od
pacientt, ktefi jsou zaclenéni do studie, kterd byla se zamétena na zanétlivé a dalsi biochemické
parametry u pacientl s ICHS. Probihala ve spolupraci s Interni klinikou — Kardiologického
oddéleni se sidlem v Pardubicich (Nemocnice Pardubického kraje, a.s.). V souladu s touto studii
byl také 13.12.2013 vydan souhlas Etické komise pti Pardubické krajské nemocnici, ktery je
uveden v Priloze A. VSichni pacienti, ktefi jsou do studie zaclenéni, podepsali informovany
souhlas a vyplnili dotaznik. Jako pftiklad je uveden informovany souhlas pro ucastniky
studie v Ptiloze B.

V této praci jsme pouzili vzorky 41 pacienti, ktefi byli rozdé€leni do tfech zakladnich
skupin. Prvni skupinu tvofili pacienti, ktefi pfisli do nemocnice pro dokonceni revaskulizace
po akutni ICHS (DR po akutni ICHS). Druhou skupinu tvofili pacienti, kteti ptisli do nemocnice
pro dokonceni revaskulizace po chronické ICHS (DR po chronické ICHS). Tteti skupinu tvoftili
pacienti, kterym se zhorSila chronick4 forma ICHS, ale nejedna se o revaskulizaci (Chronicka
ICHS). Zakladni informace o téchto pacientech poskytuje tabulka 3. Zvlastni skupinu tvoti dva
pacienti, které nelze zaradit do zadné z vySe uvedenych skupin (akutni zhorSeni zdravotniho

stavu).
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Tabulka 3 - Zakladni informace o pacientech (skupiny)

DR po akutni DR po chronické Chronicka
ICHS ICHS ICHS
n=22 n==6 n=11
Zeny 5(22,7 %) 2 (33,3 %) 3(27,3 %)
Muzi 17 (77,3 %) 4 (66,7 %) 8 (72,7 %)
Vék
64,0 £ 8,8 67,854 65,8 + 8,1
BMI
28,5+4,6 32,8+6,2 28,6 4,1
Koufeni 4 (18,2 %) 1 (16,7 %) 2 (18,2 %)
exkuraci 9 (40,9 %) exkuraci 3 (50,0 %) exkuraci 5 (45,5 %)
Diabetes mellitus 5 1 4
(22,7 %) (16,7 %) (36,4 %)
Lécba hypertenze 19 5 7
(86,4 %) (83,3 %) (63,6 %)
Statiny pied PCI 17 6 5
(77,3 %) (100,0 %) (45,5 %)
AIM v minulosti 4 1 0
(18,2 %) (16,7 %) (0,0 %)
CMP v minulosti 2 1 0
(9,1 %) (16,7 %) (0,0 %)
ICHDK v minulosti 1 0 2
(4,5 %) (0,0 %) (18,2 %)
HLP, DLP 17 5 10
(77,3 %) (83,3 %) (90,9 %)
Stenty béhem DES 11 (50 %) 4 (66,7 %) 4 (36,4 %)
PCI BVS 11 (50 %) 2 (33,3 %) 7 (63,6 %)

BMI — body mass index, AIM — akutni infarkt myokardu, CMP — cévni mozkova prihoda, ICHDK — ischemicka choroba
dolnich koncetin, HLP — hyperlipoproteinémie DLP — dyslipoproteinémie, DES — lékové stenty, BVS — vstiebatelné stenty

V tabulce 3 a tabulce 4 je vék a BMI pacienta vyjadien jako primér se smérodatnou
odchylkou. V ostatnich piipadech je pocet pacienti vyjadien jednak cislem, jednak
procentudlnim zastoupenim, které je uvedeno v zavorce. Jednotlivé skupiny pacientli se mezi
sebou vyznamné¢ statisticky nelisi. Jedinym, v ¢em se tyto skupiny statisticky vyznamné liSily
byla lécba statiny pted zdkrokem, a to ve skupin€ pacientd DR po chronické ICHS a skupinou
s chronickou ICHS, kde hodnota P Studentova T-testu byla na hladiné vyznamnosti o = 0,05
rovna 0,02353. Pro pacienty ve studii je spolecnym znakem to, ze béhem lécby podstoupili

implantaci jednoho nebo vice koronarnich stenti.

Nasledujici tabulka uvadi prehled pacientl rozdélenych podle typu stentu, kterym jim byl
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Tabulka 4 - Rozdéleni pacientl dle typa stentt

béhem PCI implantovan. Mezi pacienty v této tabulce neni zadny statisticky vyznamny rozdil.

DES BVS
n =20 n=21

Zeny 3 (15,0 %) 8 (38,1 %)
Muzi 17 (85,0 %) 13 (61,9 %)
Vék

64,7+ 6,9 64,6 £9,4
BMI

29,1 +3,8 28.8+5,9
Koufreni 4 (20,0 %) 3 (14,3 %)

exkuraci 7 (35,0 %) | exkufaci 12 (57,1 %)

Diabete mellitus 4 5

(20,0 %) (23,8 %)
Lécba hypertenze 17 16

(85,0 %) (76,2 %)
Statiny pied PCI 14 15

(70,0 %) (71,4 %)
AIM v minulosti 5 0

(25,0 %) (0,0 %)
CMP v minulosti 2 1

(10,0 %) (4,8 %)
ICHDK v minulosti 1 2

(5,0 %) (9,5 %)

HLP, DLP 15 19

(75,0 %) (90,5 %)
Stenty v minulosti 7 4

(35,0 %) (19,0 %)

BMI — body mass index, AIM — akutni infarkt myokardu, CMP — cévni mozkova prihoda, ICHDK — ischemicka choroba
dolnich koncetin, HLP — hyperlipoproteinémie DLP dyslipoproteinémie, DES — lékové stenty, BVS - vstrebatelné stenty

7.4. Vzorky

Pro stanoveni MMP-2 a MMP-9 jsme pouzili vzorky séra. Krev od pacientl pro ziskani
séra byla odebirana pied zakrokem, 24 a 48 hodin po PCI. Pacientiim s ¢islem vétsi nez 40 byl
proveden jesté ctvrty odbér D, a to v rozmezi 3, 6 az 12 mésict po vykonu PCI (vétSinou 3
meésice po zakroku). Béhem transportu byly vzorky uchovavany u ledu a nasledné zpracovany.
Po transportu se zkumavky nechaly stat zhruba piil hodiny pii laboratorni teploté. Nasledné
byla provedena centrifugace, 10 minut pti 3500 otackach za minutu, pfi teploté 4 °C. Ziskané

sérum bylo rozpipetovano a alikvoty byly zamrazeny pii teploté — 80 °C.
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7.5. Priprava potiebnych roztoki

a) 10 % Dodecylsiran sodny

V 50 ml destilované vody rozpustime 10 g SDS. Nasledné doplnime destilovanou vodou
do celkového objemu 100 ml. Roztok uchovavame v chladni¢ce zhruba 3 mésice. Pfi nizsi
teploté tento roztok krystalizuje, proto ho pfed pouzitim musime zahtat v teplé vodni lazni

a nasledn¢ promichat.

b) 12 % Dodecylsiran sodny

V 50 ml destilované vody rozpustime 12 g SDS. Nasledné doplnime destilovanou vodou
na celkovy objem 100 ml. Roztok uchovavame v chladnic¢ce zhruba 3 mésice. Pfi niZsi teploté
tento roztok krystalizuje, proto ho pfed pouzitim musime zahtat v teplé vodni 1azni a nasledné

promichat.

¢) 1.5 M Tris — HCI puft s hodnotou pH 8.8

V 50 ml destilované vody rozpustime 18,5 g Tris-Base a poté pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové upravime pH na vyslednou hodnotu 8,8. Nasledn¢ doplnime 50 ml
destilované vody do celkového objemu 100 ml. Tento roztok uchovavame v chladnicce, kde je

stabilni zhruba 3 mésice.

d) 0.5 M Tris — HCI pufr s hodnotou pH 6,8

V 50 ml destilované vody rozpustime 6 g Tris-Base a poté pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové upravime pH na vyslednou hodnotu 6,8. Nésledné¢ doplnime 50 ml
destilované vody do celkového objemu 100 ml. Tento roztok uchovavame v chladnicce, kde je

stabilni zhruba 3 mésice.

e) 2 % Bromfenolova modi

V plastové zkumavce rozpustime 0,1 g bromfenolové modfi v 5 ml destilované vody.

Roztok uchovavame v chladnicce.

f) Inkubacni pufr s hodnotou pH 7.8

V 500 ml destilované vody rozpustime 6,04 g Tris-Base, 0,6 g chloridu sodného

al,112 g chloridu vapenat¢tho a doplnime 500 ml destilované vody. Poté pomoci
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koncentrované kyseliny chlorovodikové upravime pH roztoku na vyslednou hodnotu 7,8. Dany

roztok uchovavame v chladnicce, kde je stabilni zhruba mésic.

g) Elektrodovy pufr

V 500 ml destilované vody rozpustime 30,3 g Tris-Base, 144 g glycinu a 10 g SDS
a doplnime 500 ml destilované vody. Roztok uchovavame v chladnicce, kde je stabilni zhruba

mésic a pred elektroforézou ho fedime v poméru 1:5 destilovanou vodou.

h) Standardovy pufr pro MMP-9

Na analytickych vahach postupné navazime 0,3029 g Tris-Base, 0,0555 g chloridu
vapenatého, 0,4383 g chloridu sodného a 0,025 g BRIJ L23. Nasledné tyto reagencie
rozpustime v celkem 40 ml destilované vody. Poté koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou
upravime pH na vyslednou hodnotu 7,5. Nakonec objem doplnime na 50 ml a uchovavame

v chladnicce, kde je stabilni zhruba mésic.

i) Standardovy pufr pro MMP-2

Na analytickych vahach postupné navazime 0,1212 g Tris-Base, 0,0277 g chloridu
vapenatého, 0,4383 g chloridu sodného a 0,025 g BRIJ L23. Nasledné tyto reagencie
rozpustime v celkem 40 ml destilované vody. Poté koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou
upravime pH na vyslednou hodnotu 7,4. Nakonec objem doplnime na 50 ml a uchovavame

v chladnicce, kde je stabilni zhruba mésic.

j) 1% Dodecylsiran sodny

Do mikro zkumavky napipetujeme 1800 pl destilované vody a poté 200 pul 10 % SDS.
Tento roztok ptipravujeme vzdy v den piipravy gelii. Nasledn¢ ho zahiejeme v horké vodni
lazni, kratce pfed pipetovanim daného roztoku k navazené zelatin€. Zahiati 1 % SDS provadime

z toho diivodu, aby se Zelatina po smichani s roztokem rychle a dikladné rozpustila.

k) 10 % Persiran amonny

Pro pfipravu ctyt gelll navaZzime na analytickych vahach 0,2 g APS. Poté k tomuto
mnozstvi napipetujeme 2 ml destilované vody. Roztok APS ptipravujeme vzdy v den piipravy
gela.
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1) Roztok zelatiny v 1 % Dodecylsiranu sodném

Pro ptipravu ¢ty geld navazime na analytickych vahach 0,06 g zelatiny a toto mnozstvi
rozpustime v 1500 pl zahtatého 1 % roztoku SDS. Dokonale rozpustime v horké vodni 1azni
a dikladné¢ promichame. Roztok Zelatiny pfipravujeme kratce pied pipetovanim ke zbylym

reagenciim pro piipravu délicich gelt.

m) Vzorkovy pufr

Do plastové zkumavky napipetujeme 1000 pl 0,5 M Tris-HCI o pH 6,8, 3200 pul
10 % SDS, 800 pl glycerolu, 2800 pl destilované vody a 200 pl 2 % roztoku bromfenolové

modfi. Roztok diikladn€ promichdme a uchovavame v chladnicce.

n) 2.5 % Triton X-100

V 243,75 ml destilované vody rozpustime 6,25 ml Tritonu X-100. Jelikoz je Triton
X-100 $patné rozpustny, pouzijeme k jeho rozpusténi v destilované vod¢ ultrazvukovou vanu.

Tento roztok pfipravujeme hned po spusténi elektroforézy a vzdy v den pouziti.

0) Odbarvovaci roztok
Pro odbarveni 4 geld smichame v reagenc¢ni lahvi 300 ml methanolu, 150 ml kyseliny
octové a 750 ml destilované vody. Odbarvovaci roztok pfipravujeme vzdy v den barveni

a odbarvovani gelt.

p) Barvici roztok

Pro obarveni 4 gelii smichame v reagen¢ni lahvi 200 ml methanolu, 50 ml kyseliny
octové, 250 ml destilované vody a 1,5 g Coomassie Brilliant Blue R. Dikladné vse
promichame, aby se Coomassie Brilliant Blue R dobfe rozpustila. Tento roztok pfipravujeme

vzdy v den barveni a odbarvovani gelt.
q 0,1 M NaOH

Ve 100 ml destilované vody rozpustime 0,4 g NaOH. Tento roztok uchovavame

v chladnicce. PouZiva se pouze pro ucely upravy pH.
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7.6. Postup Zelatinové zymografie

a) Priprava standardi

Standardy proMMP-2 a MMP-9 byly dodany od stejného vyrobce (Merck). U standardu
proMMP-2 a proMMP-9 bylo vyrobcem garantovano, Ze se v ném nachazi ptirozené dimery, a
to ne vice nez 10 %. Dale mizou obsahovat az 10 % TIMP proteint a ¢ast standardu mtize byt
béhem skladovani aktivovana (méné nez 10 % enzymu). Tyto standardy jsme pouZivali jen

v neaktivované forme.

Standard proMMP-2 jsme po doruceni do vyrobce rozmrazili pti laboratorni teploté a
rozpipetovali do mikro zkumavek po 1 pl a poté zamrazili na teplotu -80 °C. Byl dodan
v koncentraci 0,481 mg/ml. V pfipad¢ pouziti standard rozmrazime pfi laboratorni teploté a
nafedime standartovym pufrem tak, ze k 1 pl koncentrovaného standardu v mikro zkumavce
napipetujeme 480 ul standartového pufru a zvortexujeme, aby vysledna koncentrace byla
1000 ng/ml. Poté tento nafedény standard dale fedime na vyslednou koncentraci 500 ng/ml a to
tak, ze do nové mikro zkumavky napipetujeme 50 pl nafedéného standardu o koncentraci
1000 ng/ml a 50 pl standartového pufru (1:1) a nasledné zvortexujeme. Oba nafedéné standardy
(jeden o koncentraci 1000 ng/ml a druhy o koncentraci 500 ng/ml) proMMP-2 déle fedime 18x
vzorkovym pufrem tak, ze ke 170 pl vzorkového pufru napipetujeme 10 pl natedéného

standardu a poté promichame na vortexu.

Standard proMMP-9 jsme po doruceni do vyrobce rozmrazili pii laboratorni teploté a
rozpipetovali do mikro zkumavek po 1 pl a poté zamrazili na teplotu -80 °C. Byl dodan
v koncentraci 1,87 mg/ml. V ptipad¢ pouziti standard rozmrazime pii laboratorni teploté a
nafedime standartovym pufrem tak, ze k 1 ul koncentrovaného standardu v mikro zkumavce
napipetujeme 500 pl standartového pufru a nasledné zvortexujeme. Poté do nové mikro
zkumavky napipetujeme 732 pl standartového pufru a 268 pl z pied fedéného standardu, aby
vysledna koncentrace byla 1000 ng/ml a promichame na vortexu. Nasledn¢ tento nafedény
standard déle fedime na vyslednou koncentraci 500 ng/ml a to tak, ze do nové mikro zkumavky
napipetujeme 50 pl nafedéného standardu o koncentraci 1000 ng/ml a 50 pl standartového
pufru (1:1) a nasledné zvortexujeme. Oba natedéné standardy (jeden o koncentraci 1000 ng/ml
a druhy o koncentraci 500 ng/ml) proMMP-9 dale fedime 18x vzorkovym pufrem tak, Ze ke
170 pl vzorkového pufru napipetujeme 10 pl nafedéného standardu a poté promichame na

vortexu.
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Takto pfipravené roztoky standardi nechame inkubovat v termostatu pti 25 °C

2 hodiny. Neaktivovany standard musime piipravit vzdy Cerstvy pred kazdou analyzou.

b) Pfiprava vzorkt

Vzorky séra natedime pfipravenym vzorkovym pufrem. Vyuzivame fedéni 18x pro
stanoveni MMP-9 a MMP-2. Do mikro zkumavky napipetujeme 170 pl vzorkového pufru a
10 pl vzorku. Natedéné vzorky dobfe promichame na vortexu a nechame 2 hodiny inkubovat
v termostatu pfi 25 °C. Dodrzeni doby inkubace je dulezité, jelikoZz béhem ni obsadi SDS
aktivni mista na MMP a tim zabrani jejimu predCasnému navazani na zelatinu pred

elektroforézou.

c) Piiprava aparatury pro vyrobu gelt

Nejdiive oplachneme profilovaci a kratka skla destilovanou vodou a poté je dikladné
vycistime buni¢inou fadn¢ namocenou v ethanolu. Skla musi byt dokonale Cista, zbavena vSech
necistot a odmasténa, jinak by mohlo dojit k propousténi skel. Nasledné ptilozime k
profilovacimu sklu kratké sklo a vlozime je takto do liciho ramu. Zespodu je mizeme pielepit
prouzkem parafilmu, ktery také brani propousténi skel, ale neni to nutné. Lici ram spolu se skly
vlozime do liciho stojanu s tésnicimi pasky a nasledné mezi skla napipetujeme zhruba 1 ml
destilované vody a nechame stat zhruba 5—10 minut, abychom se ujistili, Ze skla neprotékaji.
Tuto vodu potom vylijeme do odpadu a zbytek odsajeme filtracnim papirem, aby mezi skly

nezustala zadna destilovana voda.

d) Piiprava déliciho gelu

Reagencie, které potiebné k pfipraveé dvou délicich gela (vétSinou byly pfipravovany
¢tyti gely najednou), jsou uvedeny v tabulce 5. Nejdiive si v plastové zkumavce smichame
reagencie kroku 1 v potadi, jaké je uvedeno v tabulce 5 . Po nasledném promichani na vortexu
tento roztok odvzdusnime pomoci vyvévy, a to za soucasného poklepu tuzkou. Poté zchladime
v ledové vodni 1azni ptiblizné 5 minut, aby gel mezi skly 1épe tuhnul, kam zhruba na 2 minuty
muzeme vlozit roztok APS a TEMED. K takto zchlazenému roztoku napipetujeme nejdiive
APS anasledn¢ TEMED (reagencie kroku 2). Cely roztok tfikrat ditkladné a kratce promichame
na vortexu a poté ihned a co nejrychleji pipetujeme mezi skla tak, aby hladina gelu sahala pod
zeleny okraj liciho ramu. Nakonec gel rychle a opatrné ptevrstvime zhruba 1 ml destilované

vody, aby nedoslo k zavzduseni a vytvofila se rovna linie a nechame gel 30 minut tuhnout.
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Tabulka 5 - Reagencie pro ptipravu déliciho gelu

Poradi Reagencie MnoZstvi [pl]
1. 30 % Polyakrylamid 2500
2. Destilovana voda 3600
3. 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 935 Krok 1
4. 12 % SDS 75
5. Zelatina v 1 % SDS 750
1. 10 % APS 375
Krok 2
2. TEMED 3,75

e) Priprava zaostfovaciho gelu

Reagencie, které potiebné k piipravé dvou zaostiovacich geli (vétSinou byly
pfipravovany Ctyti gely najednou), jsou uvedeny v tabulce ¢. 6 Ke konci doby tuhnuti déliciho
gelu si v plastové zkumavce smichame reagencie kroku 1 v potadi, jaké je uvedeno v tabulce
¢. 6 Po nasledném promichani tento roztok dokonale odvzdu$nime pomoci vyveévy za
soucasného poklepu tuzkou. Odvzdusnény roztok nasledné zchladime v ledové vodni lazni. Po
uplynuti doby potiebné k tuhnuti déliciho gelu, nad nim opatrné¢ odsajeme vodu pomoci
filtraéniho papiru. Nasledné ke zchladlému roztoku pfiddme nejdiive APS a pot¢é TEMED
(reagencie kroku 2). Poté jednou a kratce promichame na vortexu a napipetujeme mezi skla nad
délici gel az po okraj. Nakonec mezi skla zasuneme plastovy hiebinek, ktery jsme si pfedem

ocistili ethanolem a nechame gel 30 minut tuhnout.

Tabulka 6 - Reagencie pro pripravu zaostiovaciho gelu

Poiadi Reagencie Mnozstvi [pl]
1. 30 % Polyakrylamid 625
2 Destilovana voda 2800
Krok 1
3. 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1250
4 12 % SDS 50
1. 10 % APS 250
Krok 2
2. TEMED 3,75
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f) Priprava elektrodového pufru

Elektrodovy pufr, ktery jsme si ptipravili dopfedu podle navodu, nafedime destilovanou
vodou pred elektroforézou v pomeéru 1:5. Na 4 gely potfebujeme objem piiblizn¢ 1200 ml, takze

smichame 200 ml elektrodového pufru a 1000 ml destilované vody.

g) Umisténi vzorki a standarda na gel

Po uplynuti doby, potiebné ke ztuhnuti geli, vyjmeme z liciho stojanu lici rdm a ze
spodni strany skel, pokud jsme pouZili, odstranime prouzky parafilmu. Poté skla s gely
vyndame z ramu a po dvojicich umistime do rami pro elektroforézu tak, aby smétovaly
kratkymi skly k sob¢. Poté je umistime do elektroforetické vany dle barevné ptislusnosti, ktera
je oznacena Cervenou a ¢ernou barvou (Cervena elektroda na Cervenou znacku) a nasledné
opatrné¢ a rovnomérné vytadhneme plastové hiebinky. Pfipravenym nafedénym elektrodovym
pufrem nejdtive opatrné proplachneme jamky v gelu, nadsledovné naplnime pufrem prostor mezi
gely a poté jej nalijeme i do elektroforetické vany po pfisluSnou rysku. Pipetovaci nastavec
oplachneme destilovanou vodou a umistime mezi skla. Nasledn¢ do ptislusnych jamek pomoci
malé (10 pl) pipety davkujeme opatrné a plynule 10 pl vzorku ¢i 10 pl standardu. Po naplnéni
vSech jamek vyjmeme pipetovaci nastavec a nasadime na elektroforetickou vanu viko. Pokud

souhlasi barevna ptislusnost elektrod, ptipojime zdroj napéti.

h) Vlastni elektroforéza

Nejdiive na zdroji napéti nastavime piislusné parametry elektroforézy. Hodnotu napéti
nastavime na 180 V a ¢as na 70 minut. Proud nenastavujeme, jelikoz je béhem elektroforézy
udrzovano konstantni napéti. Zdroj si ho vypocita sam na zaklad¢ Ohmova zakona. Hodnota
proudu zalezi na poctech umisténych geld. Pro ¢tyfi gely je na zacatku primérné 185 mA a na
konci elektroforézy klesne na primérnou hodnotu 94 mA. Jakmile bromfenolova modi opusti
gely, cozZ je ptiblizné po 45 minutach, stopujeme dalSich 15 minut, béhem kterych dojde k
lepSimu rozdéleni metaloproteindz. Po uplynuti této doby elektroforézu ukonc¢ime. Béhem
elektroforézy si pripravime Petriho misky, které dikladné vycistime bunic¢inou namocenou

v ethanolu a nasledné popiSeme, aby nedoslo k zdmén¢ gela.

i) Postup pred inkubaci geli

Po spusténi elektroforézy si co nejdfive pfipravime dle navodu 2,5 % Triton X-100,

ktery dikladné rozpustime v ultrazvukové vané, coz trva zhruba 45 minut. Po ukonceni
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elektroforézy sejmeme z elektroforetické vany viko a slijeme elektrodovy pufr do odpadu.
Nasledné vyjmeme skla z nastavca. Pro ziskani gelt skla pomoci plastového otvirdku opatrné
oddélime od sebe a bfitvou odfizneme jamky, které odstranime pomoci papirové utérky.
Opatrné sloupneme jednotlivé gely ze skla do Petriho misek a to tak, Ze je smyjeme proudem
destilované vody ze stficky. Kazdy gel zalijeme zhruba 60 ml Tritonu X-100. Poté misky
umistime na tfepacku a nechame tepat 1 hodinu. Po uplynuti této doby slijeme Triton X-100
do odpadu a snazime se, pokud mozno, jiz na gely nesahat. Nakonec na kazdy gel nalijeme

100 ml inkubac¢niho pufru a nechame gely v termostatu inkubovat pii 37 °C 19 hodin.

j) Barveni a odbarvovani geld

Kratce pred ukoncenim inkubace si ptipravime odbarvovaci a barvici roztok podle
uvedeného navodu. Z gelt slijeme inkubacni pufr do odpadu a poté na kazdy gel nalijeme 80 ml
odbarvovaciho roztoku, umistime na tfepacku a nechame 30 minut tfepat. Béhem tfepani si
nastiithame celofanové folie na obdélniky o trochu vétsi, nez je velikost kratkého skla a
ponoiime je do Petriho misky s odbarvovacim roztokem (zhruba 100 ml), do které¢ho jsme
pridali 10 ml glycerolu a pfedem dobie promichali. Takto ponoiené celofanové folie nechame
inkubovat 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 30 minut slijeme odbarvovaci roztok do
specialniho odpadu a nasledné na vSechny gely nalijeme 80 ml barviciho roztoku a nechame
trepat 1 hodinu. Poté barvici roztok slijeme do specialniho odpadu a kazdy gel v Petriho misce
dikladné promichdme s malym mnozstvim odbarvovaciho roztoku. Ten nasledné slijeme do
specialniho odpadu a na jednotlivé gely nalijeme 100 ml Cist¢ho odbarvovaciho roztoku a
nechame gely tfepat 45 minut. Po uplynuti této doby pridame ke kazdému gelu s odbarvovacim
roztokem 5 ml glycerolu, dobie promichame a odbarvujeme dalSich 15 minut na tfepacce.
Nakonec gely vlozime opatrné mezi pfipravené celofanové folie, osusime pomoci papirovych

utérek a nechame uschnout na Cistych papirovych utérkach a nasledné gely popiseme.

k) Skenovani gela

Skenovani gelt probiha nejdiive 1 tyden po jejich obarveni. Nejprve odstranime bilou
desku ze skeneru a poté skener zapneme. V prislusSném programu si nastavime nékolik
parametrd. Po vyzkouSeni fady moznosti se na skenovani geli jako nejvhodnéjsi jevi
nasledujici parametry: Zvolime si Home mode a poté Positive film. Néasledn¢ v nabidce
zaSkrtneme moznosti Color Restoration, Digital ICE, Backlight Correction a 400 dpi. Po

provedeni ndhledu nastavime gel na spravnou orientaci a odstranime piebytecné pozadi
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(ofiznutim). Pokud vse vypada v poradku, klikneme na tlacitko Scan. Poté naskenovany gel
exportujeme do nadmi zvolené slozky a ulozime. Vsechny gely byly skenovany minimalné
dvakrat. Druhou variantou ve vétSin€ ptipadii bylo zanechani predeslych parametrtt doplnéné o
nastaveni jasu na hodnotu -41. Muze se stat, ze jsou gely svétlejsi, v tom ptipadé je potfeba na
tuto skute¢nost reagovat ipravou piedeslych parametrt a rizné je zkombinovat, jako naptiklad
skenovani bez Backlight Correction a Color Restoration nebo pfidanim kontrastu. Vzdy se ale

snazime, aby prouzky na gelu byly co nejzaiivejsi a nejostiejsi, aby bylo mozné gel vyhodnotit.

7.7. Vyhodnocovani geli

Naskenované gely vyhodnocujeme pomoci programu ImageJ. Hlavni panel tohoto

programu znazornuje obrazek 11

{ Image) — X
__ﬂemagla-:ed'rt Image Process Analyze Plugins Window Help
B oo 4[N Ala|o|F Qe s]a]x] | |

Scrolling tool (or press space bar and drag)
Obrazek 11 - Zakladni vyhodnocovaci panel programu ImageJ.

Nejdiive si pomoci modu File a nabidky New otevieme pfislusnou fotografii gelu. V
dalsim kroku pfevedeme barevnou fotografii na negativ, coz provedeme pomoci modu Image
a nabidky Type na 8 bit. Poté si nasledujicim postupem vyznacime prvni linii, ktera obsahuje
dany prouzek na gelu: Analyze — Gels — Select first lane. Takto oznaceny obdélnicek vzdy
presouvame na ostatni linie s pozadovanymi prouzky a nastavime: Analyze — Gels — Select
next lane. Zde je dilezité, aby byla zachovana stejna plocha obdélnicku pro vSechny oznacené
linie. Jinak by doslo k ovlivnéni vyslednych programem vygenerovanych hodnot. Pomoci médu
Analyze — Gels — Plot lanes ziskame kiivky, u kterych si vyznac¢ime pocatecni linie, a po
kliknuti na ikonku ve tvaru htlky (8 ikona zleva na obrazku 11) se nam objevi ptislusné plochy,
jejichz hodnoty odecteme. Poté pomoci standardu o znamé koncentraci a ploch vzorki
dopocitame koncentrace metaloproteindz u jednotlivych pacientd. Jelikoz jsme pouzivali u
vzorki a standardu stejné fedeéni 18x, nemusime vysledné hodnoty dale pfepocitavat. Naméiena
data byla dale zpracovana pomoci programu QC-Expert (Trilobyte, CR) a tabulkového

procesoru Microsoft Excel (73).
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8. VYSLEDKY

Pro vyhodnoceni namétenych hodnot proenzymit MMP-2 a MMP-9 u vzorki jsme se
rozhodli vyuzit koncentraci standardi 1000 ng/ml proMMP-2 a proMMP-9. V ptipad¢, ze se u
vzorkll objevily i aktivni formy MMP-2 a MMP-9, pouzili jsme pro jejich vyhodnoceni
standardy proMMP-2 a proMMP-9 s koncentraci 500 ng/ml. U obou pfipadli jsme vyuzili
metodu jednoho standardu. Pacientim byl proveden odbér pied zavedenim stentu (odbér A),
24 hodin po zakroku (odbér B), 48 hodin po zakroku (odbér C) a u pacienti s ¢islem vétSim nez
40 byl proveden jeste Ctvrty odbér, a to v rozmezi 3, 6 a 12 mésict (vétSinou po 3 mésicich) po
implantaci stentu (odbér D). U nékolika pacienti se nicméné vSechny vyse uvedené odbéry
nepodaftilo provést. Nize uvedeny obrazek 12 uvadi ptiklad zymogramu. Dal$i zymogramy jsou

uvedeny v ptilohach.

Komplex MMP
‘Neaktivni MMP-9
Aktivni MMP-9 Standard
proMMP-9
Standard Neaktivni MMP-2
proMMP-2

ST2 ETZ A B C D ST9 ST9
il o 1000 500

Obrazek 12 - Priklad zymogramu

ST2 — neaktivovany standard MMP-2 o koncentraci 1000 ng/ml (ST2 1000) a 500 ng/ml (ST2 500);
ST9 neaktivovany standard MMP-9 o koncentraci 1000 ng/ml (ST 1000) a 500 ng/ml (ST 500)

Namétené hodnoty aktivni a neaktivni formy MMP-2 a MMP-9 dvou pacientt, ktefi
nebyli zatazeni do zadné ze skupin, kviili akutnimu zhorSeni zdravotniho stavu uvadi tabulka 7
a 8. V tabulkach jsou zaznamenané také priméry koncentraci jednotlivych enzymia vcetné

smérodatnych odchylek.
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Tabulka 7 - Hodnoty proMMP-9 a MMP-9 u pacienta 64 a 76

Skupina Akutni stav
Enzym proMMP-9 [ng/ml] MMP-9 [ng/ml]
Odbér A B C D A |B| C D
Pacient 64 384,47 948,25 819,89 1090,09 - - - -
Pacient 76 366,94 | 1879,33 | 1622,52 61242 | 87,60 | - | 74,96 | 110,74
Priamér 375,71 | 1413,79 | 1221,21 851,25 | 87,60 | - | 74,96 | 110,74
Smérodatnd | 1, o | 65837 | 567,55 | 337,76 -] - -
odchylka
Tabulka 8 - Hodnoty proMMP-2 a MMP-2 u pacienta 64 a 76
Skupina Akutni stav
Enzym proMMP-2 [ng/ml] MMP-2 [ng/ml]
Odbér A B C D A B C D
Pacient 64 1216,25 1457,84 1575,28 1591,11 |- | - - -
Pacient 76 1867,73 192435 1323,88 122486 | -|-| 208,71 | 188,30
Primér 1541,99 1691,10 1449,58 140798 | -|-| 208,71 | 188,30
Smérodatna 400 o7 | 33987 | 177,77 | 25898 |-|-| - -
odchylka
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Tabulka 9 a 10 uvadi namétené hodnoty aktivni a neaktivni formy MMP-2 a MMP-9 ve

vzorcich pacientt, ktefi pfisli na dokonceni revaskulizace po akutni ICHS (STEMI, NSTEMI).

V tabulkdch jsou zaznamenané také primery koncentraci jednotlivych enzymi vcetné

smérodatnych odchylek.

Tabulka 9 - Hodnoty proMMP-9 a MMP-9 skupiny pacientti — dokonceni revaskulizace po akutni ICHS

Skupina DR po akutni ICHS

Enzym proMMP-9 [ng/ml] MMP-9 [ng/ml]
Odbér A B C D A B C D
Pacient 29 | 1367,85 | 1266,38 | 1447,67 | - - _ - _
Pacient30 | 418,84 | 1303,77 | 139197 | - - - - -
Pacient 33 | 167525 | 2128,21 | 2020,64 | - - - - -
Pacient 34 | 1330,10 | 1090,79 | 129556 | - - 4526|3934 | -
Pacient 35 1152,72 | 1321,90 | 1110,79 - - - - -
Pacient 36 | 1479,34 | 1762,52 | 1496,11 - - : - :
Pacient37 | 1797.53 | 1820,87 | 1876,17 | - - - - -
Pacient 39 | 1150,83 | 1189,56 | 1410,43 - - _ - _
Pacient43 | 454,49 | 1369,09 | 1060,64 | 781,27 | 23,02 |40,42| 31,20 | 13,57
Pacient 51 | 692,01 | 119527 | 1074,53 | 935,81 | - - - -
Pacient 52 | 435,79 | 854,43 | 1050,36 | 826,07 | 79,18 |83,98 | 83,90 | 59,84
Pacient 56 | 143,06 | 548,01 | 586,75 | 682,59 | - : - :
Pacient 57 | 661,39 | 797,45 | 512,19 | 859,99 | - - - -
Pacient 59 | 735,09 | 1407,27 | 1322,87 | 1694,90 | 121,82 | 77,89 | 100,27 | 150,77
Pacient 60 | 1311,63 | 1676,55 | 1791,76 | 1196,96 | - - - -
Pacient 61 | 573,03 | 1061,80 | 979,32 | 1176,51 | - _ - _
Pacient 63 | 1047,39 | 1263.45 | 1792,65 | 150232 | - - - -
Pacient 65 | 250,83 | 487,16 | 221,95 | 800,09 | - _ - _
Pacient 66 | 1085,23 | 1435,89 | 1615,54 | 1664,40 | - : - :
Pacient 69 | 241,44 | 805,04 | 903,57 | 786,52 | 163,63 | 74,08 | 92,63 | 73,68
Pacient 71 | 1318,86 | 1407,79 | 1461,79 | 130498 | - - - -
Pacient 72 | 946,57 | 1579,53 | 1548,18 | 134501 | - - - -
Primér 921,33 | 1262,40 | 1271,43 | 1111,24 | 96,91 | 64,33 | 69,47 | 74,46
S‘;‘(f;'l‘l’;llf:é 486,67 | 405,63 | 454,84 | 347,90 | 60,13 20,00 | 31,88 | 56,99
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Tabulka 10 - Hodnoty proMMP-2 a MMP-2 skupiny pacientli — dokonceni revaskulizace po akutni ICHS

Skupina DR po akutni ICHS

Enzym proMMP-2 [ng/ml] MMP-2 [ng/ml]

Odbér A B C D A B C D
Pacient 29 3117,07 | 3428,95 | 3402,04 - - - - -
Pacient 30 876,76 | 921,47 | 851,20 - 184,16 | 190,59 | 118,53 | -
Pacient 33 2462,69 | 836,98 | 953,56 - 317,31 | 268,34 | 152,53 | -
Pacient 34 2326,04 | 1772,98 | 1851,77 - - - - -
Pacient 35 1022,49 | 1135,41 | 1090,33 - 78,34 - - -
Pacient 36 734,72 | 815,21 808,94 - 345,19 | 346,94 | 270,43 | -
Pacient 37 649,01 849,19 | 995,92 - 135,99 - - -
Pacient 39 923,63 794,60 | 853,74 - 328,99 | 203,04 | 194,73 | -

Pacient 43 1724,80 | 1773,32 | 1606,61 | 1268,46 - - - -

Pacient 51 | 1911,51 | 2002,54 | 2102,23 | 1853,11 : : - -

Pacient 52 836,35 862,55 | 1073,29 | 1008,69 | 236,11 | 190,91 | 148,45 | -

Pacient 56 1608,16 | 1325,54 | 1411,88 | 1155,96 - - - -

Pacient 57 1521,80 | 1913,47 | 1479,67 | 1400,80 - - - -

Pacient 59 2171,34 | 2464,21 | 2402,50 | 2585,18 - - - -

Pacient 60 870,19 887,61 931,54 | 681,97 - - - -

Pacient 61 1100,54 | 1289,40 | 1425,66 | 1359,98 - - - -

Pacient 63 124292 | 898,10 | 1147,53 | 1015,80 - - - -

Pacient 65 951,01 | 1438,01 | 1415,65 | 1359,11 - - - -

Pacient 66 1322,96 | 1492,71 | 1563,16 | 1416,64 - - - -

Pacient 69 1270,24 | 1213,53 | 1305,09 | 1336,89 - - - -

Pacient 71 1644,12 | 1782,86 | 1746,28 | 1651,10 - - - -

Pacient 72 1176,64 | 1422,73 | 1401,88 | 1263,02 - - - -

Primér 1430,23 | 1423,70 | 1446,38 | 1382,62 | 232,30 | 239,96 | 176,93 | -

Smérodatna

641,12 | 646,71 604,19 | 446,20 | 103,79 | 67,92 | 58,90 | -
odchylka

Tabulka 11 uvadi namétené hodnoty aktivni a neaktivni formy MMP-9 ve vzorcich
pacientt, ktefi pfiSli na dokonceni revaskulizace po chronické ICHS (SAP). V tabulce jsou

zaznamenané také prameéry koncentraci jednotlivych enzymil v€etné smérodatnych odchylek.
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Tabulka 11 - Hodnoty proMMP-9 a MMP-9 u skupiny pacientli — dokonceni revaskularizace po chronické ICHS

Skupina DR po chronické ICHS

Enzym proMMP-9 [ng/ml] MMP-9 [ng/ml]

Odbér A B C D A B D
Pacient40 | 1059,26 | 1001,80 | 1271,98 ] ] ] -
Pacient44 | 821,47 | 1258,54 | 1275,20 ] ] - -
Pacient 58 | 1008,00 | 1463,62 | 1175,15 | 1096,80 | 71,28 | 79,99 80,60
Pacient 67 | 891,04 ] ] 133045 | - ] ]
Pacient 75 | 1747,01 | 1617,51 | 1789,97 | 172026 | - | 43,11 ]
Pacient 77 | 936,71 | 1693,67 | 1891,62 | 1764,29 | 63,47 | 110,12 | 140,58 | 87,21

Primér 1077,25 | 1407,03 | 1480,78 | 1477,95 | 67,38 | 77,74 | 107,90 | 83,91
S';‘;crl‘l’;l:‘l::a 338,69 | 281,04 | 333,04 | 32028 | 5,53 | 33,56 4,67

Tabulka 12 uvadi namétfené hodnoty neaktivni formy MMP-2 ve vzorcich pacientt,

Tabulka 12 - Hodnoty proMMP-2 u skupiny pacientll — dokonceni revaskularizace po chronické ICHS

priméru zvolili z divodu vyskytu odlehlych hodnot.

Skupina DR po chronické ICHS

Enzym proMMP-2 [ng/ml]

Odbér A B C D
Pacient 40 1958,46 1656,62 1426,41 -
Pacient 44 2602,78 3195,99 2915,92 -
Pacient 58 2436,90 2548,71 2354,30 2243,28
Pacient 67 1421,73 - - 1209,04
Pacient 75 1325,85 1346,82 1294,41 1112,58
Pacient 77 1264,85 1297,37 1246,99 1062,63

Median 1690,10 1656,62 1426,41 1160,81
25-percentil 1310,60 1322,10 1270,70 1075,12
75-percentil | 2478,37 2872,35 2635,11 1984,72

kteti pfisli na dokonceni revaskulizace po chronick¢ ICHS (SAP). Aktivni forma MMP-2
nebyla u Zadného pacienta detekovana. V tabulce jsou zaznamenané také hodnoty medidnu

koncentraci jednotlivych enzymt a také hodnoty 25- a 75-percentilu. Medidn jsme misto

Tabulka 13 a 14 uvadi namétené hodnoty aktivni a neaktivni formy MMP-2 a MMP-9
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ve vzorcich pacienttl, u kterych doslo ke zhorseni SAP, tedy chronické ICHS. V tabulkach jsou

zaznamenan¢ také prumery koncentraci jednotlivych enzymi véetné smérodatnych odchylek.



Tabulka 13 - Hodnoty proMMP-9 a MMP-9 u skupiny pacientid s chronickou ICHS

Skupina Chronicka ICHS
Enzym proMMP-9 [ng/ml] MMP-9 [ng/ml]
Odbér A B C D A B C D
Pacient 31 835,52 | 1646,57 | 1417,58 - - - - -
Pacient 32 1434,18 | 1892,51 | 1774,32 - - - - -
Pacient 50 765,19 | 1024,77 | 1326,21 | 978,15 - - - 28,72
Pacient 53 787,84 | 1197,61 | 1018,26 | 1047,97 | 105,13 | 112,29 | 71,75 | 87,97
Pacient 54 1032,59 | 899,04 | 906,30 | 1302,79 | 64,35 | 41,03 | 45,01 | 68,54
Pacient 55 209,88 | 948,23 | 862,92 | 836,13 | 47,37 | 39,43 |37,53]71,76
Pacient 62 571,32 | 1445,72 | 1292,79 | 1265,88 - - - -
Pacient 68 478,40 | 1495,16 | 1017,81 | 1146,87 - - - -
Pacient 70 135,04 | 917,80 | 1181,26 | 1287,46 | 101,92 - - -
Pacient 73 1426,12 | 1325,98 | 747,03 | 979,04 - - - -
Pacient 74 562,95 | 1279,60 | 1154,37 | 1372,96 - - 94,41 -
Primér 749,00 | 1279,36 | 1154,44 | 113525 | 79,69 | 64,25 | 62,17 | 64,25
S‘;‘(f;'l‘l’;ﬁ::a 427,16 | 323,07 | 292,00 | 184,09 | 28,41 | 41,61 |26,03 | 25,17
Tabulka 14 - Hodnoty proMMP-2 a MMP-2 u skupiny pacientt s chronickou ICHS
Skupina Chronicka ICHS
Enzym proMMP-2 [ng/ml] MMP-2 [ng/ml]
Odbér A B C D A B C D
Pacient 31 799,98 | 1010,24 | 716,66 - - - - -
Pacient 32 800,46 | 617,11 556,87 - 370,89 | 272,37 | 222,16 | -
Pacient 50 1501,28 | 1529,91 | 1446,50 | 140527 - - - -
Pacient 53 1669,54 | 1732,33 | 1383,35 | 1407,49 - - - -
Pacient 54 1537,20 | 1151,65 | 1204,71 | 1190,22 - - - -
Pacient 55 1153,92 | 1003,49 | 1106,31 | 1015,29 - - - -
Pacient 62 1173,31 | 1227,48 | 1127,77 | 1173,00 - - - -
Pacient 68 1287,42 | 1532,77 | 1409,16 | 1278,24 - - - -
Pacient 70 2082,97 | 2116,29 | 1370,03 | 2132,54 - - - -
Pacient 73 1248,81 | 1236,65 | 1138,07 | 1271,08 - - - -
Pacient 74 1553,59 | 1400,94 | 1456,46 | 1522,00 - - - -
Prumér 1346,23 | 1323,53 | 1174,17 | 1377,24 | 370,89 | 272,37 | 222,16 | -
S‘;’;:l‘l’;'f‘l::a 377,75 | 404,21 | 29842 | 320,53 - - - -
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Dale jsme u naméfenych hodnot zkoumali, zda jsou zjevné rozdily mezi hladinami
proMMP-2 a proMMP-9 v riiznych Casech odbéru. Rozdily v dynamice hladin mezi aktivnimi
formami MMP-2 a MMP-9 nebyly statisticky vyznamné, a proto je zde neuvadime. Rovnéz
nebyly statisticky vyznamné ani hladiny proMMP-2 a proto je zde také neuvadime. U neaktivni
formy MMP-9 uz vsak byly patrné rozdily v koncentracich. tabulka 15 udava vysledky
Studentova t-testu pro hodnoty proMMP-9 v rtiznych ¢asech odbéru na hladiné vyznamnosti

o = 0,05. Hodnoty, jeZ jsou statisticky vyznamné jsou zobrazeny ¢erveng.

Tabulka 15 - T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti proMMP-9 v riiznych ¢asech odbéru

Odbéry AxB AxC AxD BxD CxD
DR po akutni ICHS 0,01543 0,01787 0,21417 0,25833 0,26928
DR po chronické ICHS| 0,11725 0,07877 0,09836 0,73362 0,99007
Chronicka ICHS 0,00371 0,01717 0,02147 0,25092 0,86623

Dale jsme porovnavali namétené hodnoty proMMP-9 a proMMP-2 v jednotlivych

odbérech mezi skupinami pacientii. Tabulka a udava vysledky Studentova t-testu na hladin¢

vyznamnosti o = 0,05.

Tabulka 16 - T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti hladin proMMP-9 u jednotlivych skupin pacientt

DR po akutni ICHS | DR po akutni ICHS | DR po chronické ICHS
proMMP-9 X X X
PR po Comeké | Chronickd ICHS | Chronicks ICHS
Odbér A 0,47017 0,32672 0,12660
Odbér B 0,45929 0,90479 0,46013
Odbér C 0,34351 0,44495 0,06668
Odbér D 0,07754 0,85144 0,03025

Tabulka 17 - T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti hladin proMMP-2 u jednotlivych skupin pacienti

DR po akutni ICHS | DR po akutni ICHS | DR po chronické ICHS
proMMP-2 X X X
DR po chronické <. o
ICHS Chronicka ICHS Chronicka ICHS
Odbér A 0,17541 0,69238 0,05283
Odbér B 0,09448 0,64310 0,03980
Odbér C 0,21009 0,09314 0,11488
Odbér D 0,92856 0,97349 0,90422
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Provedli jsme také korelacni analyzu pro zjisténi moznych vztahi mezi koncentracemi
proMMP-2 a proMMP-9 v jednotlivych odbérech napti¢ vSemi skupinami pacientli. Pro
prokazani mozné zavislosti mezi odbéry A a D a odbéry B a D byly zjistény Pearsonovy
korela¢ni koeficienty, které jsou uvedeny v tabulce 18. Jako statisticky vyznamné se prokéazaly

vSechny nize uvedené hodnoty aproto jsou vyznaceny ¢ervene.

Tabulka 18 - Korela¢ni zavislost proMMP-2 a proMMP-9 v odbérech Aa D,B aD

Odbér AaD BaD

MMP-2 | 0,847423 | 0,909047

MMP-9 | 0,572833 | 0,647107

Na obrazku 13 je pak uveden ptiklad korelacni zavislosti hodnot proMMP-9 v odbérech
A a D napfi¢ skupinami pacientil. Kritickd hodnota na hladin€ vyznamnosti o = 0,01 pro n =27
odpovida hodnoté 0,4915. Na obrazku 14 je uveden piiklad korela¢ni zavislosti hodnot
proMMP-2 v odbérech B a D napfi¢ skupinami. Kriticka hodnota na hladiné vyznamnosti

a = 0,01 pro n = 26 odpovida hodnoté 0,5002.
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Obrazek 13 - Korelace proMMP-9 v odbérech A a D napfi¢ skupinami pacientti
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Obrizek 14 - Korelace proMMP-2 v odbérech B a D napfi¢ skupinami pacientd
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Na nésledujicich obrazcich 15-18 jsou zobrazeny primérmné hodnoty koncentraci
proMMP-9 a proMMP-2 jednotlivych pacientim, kterym byl béhem PCI implantovan bud’
DES anebo BVS.

Hladiny proMMP-9 u DES
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200
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Koncentrace proMMP-2 [ng/ml]

Obrazek 15 - Primérné hladiny proMMP-9 u pacientti s DES
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Obrazek 16 - Prumérné hladiny proMMP-9 u pacientii s BVS
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Hladiny proMMP-2 u DES
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Obrazek 17 - Prumérné hladiny proMMP-2 u pacienti s DES
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Obrazek 18 - Prumérné hladiny proMMP-2 u pacientii s BVS

Nasledujici tabulka 19 udava vysledky Studentova t-testu na hladiné vyznamnosti
o = 0,05 v porovnani vSech pacientd, kterym byly implantovany DES a BVS. Hodnota, ktera je

statisticky vyznamna je zvyraznéna ¢ervené

Tabulka 19 - T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti proMMP-2 a proMMP-9 u pacientl s implantovanym DES vs. BVS

Odbér A B C D
proMMP-210,441990,85601 | 0,91428 | 0,60611
proMMP-9]0,294450,02418 | 0,05305| 0,18574

52



9. DISKUSE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanovit hladinu MMP-2 a MMP-9 metodou
zelatinové zymografie u pacientll s ICHS, ktefi podstoupili implantaci stentii metodou PCI. Tito
pacienti byli rozdéleni do n€kolika skupin. A to na pacienty, ktefi podstoupili PCI v dtsledku
dokonceni revaskulizace po akutni ICHS (STEMI, NSTEMI), dale na skupinu pacientt, ktefi
podstoupili PCI v ramci dokonceni revaskulizace po chronické ICHS (SAP) a na skupinu
pacientil, u kterych doslo ke zhorSeni chronické formy ICHS, tedy bez ptedchozi revaskulizace
(neméli zddné implantované stenty). Pfedchozimi diplomovymi pracemi jiz bylo potvrzeno, ze
tato metoda je vhodnd pro ucely probéhlé studie ve spolupraci s Interni klinikou —
Kardiologického oddéleni se sidlem v Pardubicich (Nemocnice Pardubické kraje, a.s.). Tato
dlouhodobé probihajici studie byla rozd¢lena na dvé ¢asti. V prvni ¢asti se zabyvala piredevsim
kratkodobym sledovanim dynamiky hladin MMP-2 a MMP-9 u pacienti po implantaci
koronarnich stentt, o ¢emz pojednava také predchozi diplomova prace z roku 2014 (73). Druha
cast studie se zamétila na dynamiku hladin MMP-2 a MMP-9 i v del§im ¢asovém odstupu od
implantace stentl, konkrétné na porovnani lékovych a vstiebatelnych koronarnich stenti.
Porovnanim hladin MMP- 2 a MMP-9 u Iékovych a vstiebatelnych stentli jsme se rozhodli
v této diplomové praci rovnéz zabyvat jako nasim dalSim cilem.

V nédvaznosti na diplomovou praci z roku 2014 (73) se ukéazalo pro stanoveni zelatinaz
metodou Zelatinové zymografie jako klicové pouzit vhodny standard proMMP-2 a proMMP-9.
Pro stanoveni MMP-2 jsme pouzili stejny standard od dodavatele Merck jako tato piedchozi
diplomova prace. Dostupna dokumentace uvadi, ze tento standard mize obsahovat pfirozené se
vyskytujici dimery (ne vice nez 10 %), TIMP proteiny (ne vice nez 10 %) a ¢ast enzymu se muze
béhem skladovani samovolné zaktivovat (ne vice nez 10 %). Béhem vSech pouziti standardu
nebyly vsak zadné dimery zaznamenany a obsah aktivni formy MMP-2 nepievysoval 10 % a to
ani pfi delsim skladovani pfi teploté¢ -80 °C. Pokud by se obsah aktivni formy skladovanim
zvysil, bylo by 1épe provadét aktivaci pomoci APMA a pro vyhodnoceni pouzivat aktivni formu
enzymu, coz by celou metodu velmi komplikovalo a prodluzovalo. Rozhodli jsme se pouzit pro
vyhodnoceni obou forem MMP-2 neaktivovany standard, stejn¢ jako v pfedchozi diplomové
praci, kde bylo navic zjiSténo, Ze chyba zpiisobena piitomnosti aktivni formy enzymu ve
standardu je srovnatelnd s chybou vznikajici pii aktivaénim postupu.

Jelikoz se standard od dodavatele Merck pro stanoveni proMMP-2 ukézal jako vhodny,
rozhodli jsme se pro stanoveni MMP-9 pouzit standard od stejného dodavatele. I u tohoto

standardu dodavatel uvadi, Ze mize obsahovat pfirozen¢ se vyskytujici dimery (ne vice nez
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10 %), TIMP proteiny (ne vice nezZ 10 %) a rovnéZ se mizZe ¢ast enzymu béhem skladovani
samovoln¢ zaktivovat (ne vice nez 10 %). Pfi pouziti nového standardu proMMP-9 jsme
zaznamenali vyskyt dimert, ktery opravdu nepfevySoval 10 % a naopak jsme nezaznamenali
vyskyt aktivnich forem MMP-9. Vzhledem ke zkuSenostem se standardem pro MMP-2 jsme se
rozhodli rovné€z tento standard neaktivovat pomoci APMA a pouzivat ho v jeho neaktivni
formé.

Pied kazdym novym méfenim jsme pouzivali Cerstvy standard proMMP-2 a proMMP-9,
ktery byl uskladnény pii -80 °C. Na zakladé¢ méteni a vysledkii z piedchozi diplomové prace
(73) jsme oba standardy fedili na vyslednou koncentraci 1000 ng/ml a také na 500 ng/ml.
Rovnéz na zakladé téchto vysledkl jsme pouzivali fedéni 18x jak pro vzorky, tak i pro
standardy. Pro vyhodnoceni proenzymu jsme pouzivali standard o vyssi koncentraci a pro
vyhodnoceni pfipadné vyskytujicich se aktivnich forem, jsme pouzili koncentraci niZsi.

Vsechny vzorky, které jsme méli k dispozici pro stanoveni MMP-2 a MMP-9 pro
méfeni v ramcei studie, pochazely z Interni kliniky — Kardiologického oddéleni se sidlem v
Pardubicich (Nemocnice Pardubické kraje, a.s.). Jak jiz bylo v pfedchozi diplomové praci
popsano (73), zisk téchto vzorki je velmi komplikovany. Jelikoz se zabyvame sledovanim
hladin danych MMP v intervalech pfed zavedenim stentu, 24 hodin a 48 hodin po zavedeni
stentu a nove jesté i v rozmezi 3, 6 a 12 mesict je sbér vzorku k naSemu ucelu testovani
dlouhodobou zalezitosti. Je to z toho diivodu, ze pacienti po provedeni PCI jsou v nemocnici
hospitalizovani pouze po dobu 24 hodin a poté jsou propusténi, pokud nenastanou komplikace.
Zalezi poté na samotném pacientovi, zda zlistane v nemocnici déle (48 hodin) a poskytne vzorek.
Prakticky se tento problém fesil, Ze pacienti byli po 24 hodinach propusténi a podepsali souhlas
o tom, ze se nasledujici den dostavi na odbér (at’ uz sami nebo s pievozem pacienta pomoci
sanitky). Odbér D se provadel vétSinou v ramci kontroly pacienta po PCI. Bohuzel se tento odbér
neprovadél ve stejném Casovém intervalu u vSech pacienti.

Tato studie byla uzaviena na malém zkoumaném souboru pacientt, a proto i z divodu
vyse popsanych komplikaci se sbiranim vzorki, jsou ziskané vysledky pouze orientacni.

Pacienti byli rozdé€leni do nékolika skupin. Prvni skupinu tvofili pacienti, ktefi ptisli do
nemocnice pro dokonceni revaskulizace po akutni ICHS (DR po akutni ICHS). Druhou skupinu
pak tvofili pacienti, kteii ptisSli do nemocnice pro dokonceni revaskulizace po chronické ICHS
(DR po chronické ICHS). Tteti skupinu tvofili pacienti, kterym se zhorSila chronicka forma
ICHS, ale nejedna se o revaskulizaci (Chronicka ICHS). Dva pacienty, které nelze zaradit do
zadné z vyse uvedenych skupin, jsme zatadili do samostatné skupiny akutni zhorSeni obtiZzi.

Pacienti se ve skupinach vyznamné nelisili v BMI, véku, koufeni a Diabetes mellitus nebo 1é¢bé

54



hypertenze, coz je uvedeno v tabulce 3. Jedinym, v ¢em se tyto skupiny statisticky vyznamné
lisily, byla 1écba statiny pied zakrokem, a to ve skupiné pacientd DR po chronické ICHS a
skupinou s chronickou ICHS, kde hodnota P Studentova T-testu byla na hladiné¢ vyznamnosti
o = 0,05 rovna 0,02353.

Porovname-li dynamiku MMP-2 a MMP-9 mezi jednotlivymi ¢asy odbéru, tak
vyznamné je porovnani hladin proMMP-9 v odbéru A a B a také mezi odbérem A a C u pacient
DR po akutni ICHS. MMP-2 neni statisticky vyznamna. Statistické vyznamnosti se priblizuje i
porovnani odbéru A a C u proMMP-9 a také MMP-9 mezi A a D ve skupiné DR po chronické
ICHS. MMP-2 neni u této skupiny statisticky vyznamna. U skupiny pacientii s chronickou
ICHS je vyznamné porovnani hladin proMMP-9 v odbérech A a B, A a C a také v porovnani
odbéri A a D. MMP-2 neni u této skupiny statisticky vyznamna. Je tedy ziejmé, ze po
provedeni PCI dochézi k vyznamnému zvySeni hladin proMMP-9 a ve vétSin¢ ptipadd i
proMMP-2 v porovnani s pocatecnimi hodnotami téchto proenzymu pred zakrokem, coz je
v souladu s dostupnou literaturou a také diplomovou praci z roku 2014. V literatuie se uvadi ze
zvySené hladiny proMM-2 a proMMP-9 po zakroku by mohly byt ukazatelem vzniku pozdé;jsi
restenozy (73; 74)R. Studie z roku 2017 (Jae Young Cho) uvedla, Ze zkoumanych biomarkert
byly pouze zvysené hladiny proMMP-2 spojené s restendzou a to u pacientt s AKS (75).

Pii rozdéleni pacientd na jednotlivé skupiny a porovnani koncentraci proMMP-2 a
proMMP-9 v jednotlivych odbérech napfi¢ témito skupinami, ndm vySly dva signifikantni
rozdily. A to v odbéru D u proMMP-9 v porovnani skupiny pacientd DR po chronické ICHS a
skupiny s chronickou ICHS a ve druhém ptipad¢ to bylo v porovnani stejnych dvou skupin, ale
u proMMP-2 v odbéru B. Skupina pacientti DR po chronické ICHS je velmi mala. Naméfené
hodnoty zejména proMMP-2 byly u né€kolika pacienti velmi vysoké, coz jsme si i pfes veSkerou
snahu nedokézali vysvétlit, a i z toho divodu jsme byli nuceni pouzit ve vysledcich median
misto pruméru. Nelze tedy témto rozdilim ptikladat velky vyznam a vyvozovat z toho zaveéry.

Oproti pfedchozi diplomové praci se nam povedlo zachytit aktivni MMP-2. Aktivni
MMP-2 (62 kDa) jsou zobrazeny v ptiloze C. Zachyt aktivni formy MMP-2 je pravdépodobné
zpusoben jinou skladbou pacientli. Z namétenych dat vyplyva, ze pokud jsou aktivni MMP-2 u
pacientd zachyceny, tak ve vétsiné pripadu jejich hodnoty v ¢ase klesaji a v odbéru D jiz Zadné
aktivni MMP-2 nebyly zachyceny ani u jednoho z pacientt. V porovnani s aktivnimi MMP-9,
jsou aktivni MMP-2 na gelech vice zafivé a nekterych gelech je patrné i to, ze piili§ zativé a
silné prouzky neaktivni MMP-2 ptekryvaji i oblast vyskytu aktivnich MMP-2 a tudiz nemusi
byt ve vétsing pripadd od sebe rozeznatelné. Aktivni formu MMP-9 s molekulovou hmotnosti

65 kDa se nam rovnéz nepodafilo zachytit. Vzhledem i k dostupné literatuie, kde se nepodaftilo
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doposud ve vzorcich pacientil tuto aktivni formu detekovat, se domnivame, Ze se skute¢n¢ jedna
spiSe o aktivni MMP-2 nez 65 kDa aktivni MMP-9, jejichz molekulové hmotnosti jsou si velmi
blizké (60). Ve vzorcich nasich pacientli se nam podafilo zachytit aktivni MMP-9 o molekulové
hmotnosti 82 kDa, jak je vidét v ptiloze C a D. Nicméné kvantifikace této aktivni formy MMP-
9 je velmi obtizna vzhledem k velmi nizkym koncentracim, které jsme detekovali. V dostupné
literatufe se priklani i k nazoru, Ze metoda Zelatinové zymografie je vhodné spise pro neaktivni
formy téchto enzymu (76). Ve vétSin€ piipadt byly detekované aktivni MMP-9 v mnohem
mensich koncentracich nez detekované aktivni MMP-2. Oproti aktivnim MMP-2 se nam
aktivni MMP-9 podafilo zachytit i v odbérech D. Avsak dynamika aktivni MMP-9 neni
jednoznacna a vzhledem k malému poctu pacientd, u kterych tato forma byla detekovana, nelze
jejim hodnotam prikladat velky vyznam.

Zajimavym zjiSténim je statisticky vyznamna korelace mezi odbéry A a D a také mezi
B a D napfti¢ vSemi skupinami pacientil. Lze tedy fici, Zze hladiny proMMP-9 i proMMP-2
statisticky vyznamné koreluji, pokud porovnavame hodnoty v odbéru A a hodnoty v odbéru D,
ktery byl proveden s Casovym odstupem 3-12 mésici. Korelace je jest¢ vyznamnéjsi,
porovname-li hodnoty v odbéru B a hodnoty v odbéru D. Zda se tedy, ze vzhledem k hodnotam
proMMP-2 a proMMP-9 bude dlouhodobé&jsi prognéza pacienta zaviset jak na jeho zdravotnim
stavu pted zakrokem, tak i 24 hodin po ném.

Pacienty jsme si také rozdélili na skupiny podle typu implantovaného stentu béhem PCI.
Toto rozdéleni pacientl uvadi tabulka 4. Pacienti se vyznamné nelisili v BMI, véku, koufeni,
predchozi 1é¢bé statiny, Diabetes mellitus nebo 1€¢b¢é hypertenze. Na obrazcich 15-18, které
jsou zobrazeny ve vysledcich je patrny jisty rozdil v dynamice Zelatinaz, porovname-li skupinu
pacientt, kterym byl béhem PCI implantovan DES a tém, kterym byl implantovan BVS.
Z obrazku A je patrné, ze prumérna hladina proMMP-9 u pacientti s DES je vyssi v odbéru B
nez v odbéru B u pacientli s BVS, coz potvrzuje i statisticky vyznamny vysledek Studentova t-
testu, ktery doklada tabulka 19. Nicméné tato hladina proMMP-9 poté pozvolna klesd u
pacientil s DES. Naopak u pacientii s implantovanym BVS se hladina proMMP-9 drzi na
pomérné vysoké hlading a oproti odbéru C, ktery byl provadén po 48 hodinach, je jeji hladina
v odbéru D naopak vyssi. Co se tyCe proMMP-2, tak oproti proMMP-9 nejsou rozdily
v odbérech B nijak signifikantni, coz rovnéz potvrzuje i vysledek Studentova t-testu
(tabulka 19). Zajimavé je, Ze i proMMP-2 jsou vyssi v odbéru D u pacientti s BVS oproti
pacientiim s implantovanym DES, coz je zobrazeno na obrazcich 17 a 18.

Toto vyznamné zvysSeni proMMP-2 a proMMP-9 po 24 hodinach u pacientt s DES a

nasledny pokles se shoduje s dostupnou literaturou a je pravdépodobné spojené s rozvojem ISR
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po implantaci DES (68; 77; 78). Zda maji vysoké hladiny proMMP-2 a proMMP-9 vliv na
rozvoj restendzy u pacientii s [CHS, kterym byl implantovan BVS, neni v dostupné literatuie
zatim dohledatelné. Co vSak je dohledatelné u pacientii lécenych pomoci PCI je fakt, ze BVS
jsou spojené se vznikem trombézy (77). Cast&ji dochazi ke vzniku tzv. velmi pozdni trombozy
ptipady pacientt, u kterych doslo k rozvoji, tzv. subakutni trombdzy. Mezi nami testovanymi
pacienty doslo u dvou z nich k subakutni tromboze BVS stentu. V prvnim ptipadé to bylo do
druhého dne od implantace stentu a ve druhém za 4 dny. U dalSich tfech pacientti po implantaci
BVS i zhruba po tfech mésicich pietrvavaji pomémé zavazné obtize a nékteti byli znovu
objednani k rekoronarografii. Pouze u jednoho pacienta s pretrvavajicimi zdvaznymi obtizemi
byl implantovan DES. I z takto malého souboru pacienti se BVS nejevi jako vhodnéjsi varianta

DES vzhledem pozdéjsim komplikacim.
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10. ZAVER

V souladu s dostupnou literaturou a s vysledky predchozi diplomové prace je i za nasich
vysledki patrné, Ze 1é¢ebna metoda PCI spojena se zavedenim koronarniho stentu je takovym
zasahem do cévni stény, ze signifikantné zvysuje hladiny MMP-2 i MMP-9 a to jak proenzymii,
tak také aktivnich forem. PiestoZe je zkoumany soubor pacientil maly, je mozné fici, Ze hladiny
proMMP-9 i proMMP-2 statisticky vyznamné koreluji, pokud porovnavame hodnoty v odbéru
pred zakrokem a hodnoty v kontrolnim odbéru s ¢asovym odstupem 3-12 mésict. Korelace je
jeste silngjsi, pokud porovname hodnoty v odbéru 24 hodin po zakroku a hodnoty s ¢asovym
odstupem. Tedy dlouhodob¢jsi prognoza pacienta vzhledem k hodnotam téchto marker( bude
zaviset na jeho zdravotnim stavu pied zakrokem, ale i 24 hodin po ném. Vyssi hladina
proMMP-9 je dle dostupnych literarnich informaci spojena se zanétlivou reakci. Vyssi hladina
proMMP-2 je spojena spiSe se zvySenym rizikem vzniku trombotického stavu.
subakutni trombodzy implantovaného stentu ve dvou pfipadech, ktery naStésti ani jeden
neskoncil imrtim pacienta. V obou piipadech se jednalo o testovany vstiebatelny stent Absorb.
Dalsi ctyfi pacienti méli pfi zpétné kontrole neuspokojivy zdravotni stav a byli podrobeni
dal$im vySetfenim a n€kteti indikovani k rekoronarografii. Ve tfech ptipadech §lo o pacienty se
vstifebatelnym stentem Absorb, v jednom se jednalo o lékovy stent. Primérné hladiny
proMMP-2 i proMMP-9 se u pacientl se vstiebatelnym stentem v kontrolnim odbéru, na rozdil
od Iékovych stenttl, zvysily oproti odbérim 24 hodin a 48 hodin po zakroku. To vSe vnasi do
Sirsiho vyuziti biodegradabilniho stentu Absorb otazniky a bude tfeba dalsich vysledku studii a

patrné i vylepSeni tohoto typu stentu ¢i posouzeni jeho vhodnosti pro rizné pacienty.
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12. PRILOHY

Priloha A/¢ast I — Souhlas etické komise

Stanovisko Etické komise pri Pardubické krajské nemocnici, a. s.
ze dne 13. 12. 2013 (15.00 h)

Pritomni: MUDr. Josef Hajek. CSe.. MUDr. David Stuchlik. MUDr. Jan Mejzlik, Ph.D..
Magr. Jaroslav Prochdzka. JUDr. Josef Rokos. Mgr. Jana Skvriiakova, Ph.D..
MUDr. Marek Sychra, MUDr. Petr Forméanek. doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc.,
Omluveni: MUDr. Zuzana Kala Grofova, Anna Némcova,

Schiizi zah4jil a fidil MUDr. Josef Hajek. CSc. )
Sekretafka EK seznamila ¢leny s korespondenci se SUKL a multicentrickymi etickymi komisemi za obdobi
25.11.2013 - 13.12.2013.

434/13.12.2013

i MUDr. Vojtéch Novotny. [ékaf kardiologického odd. PKN, a.s., pozadal ¢leny EK o souhlas

s provadénim studie s nazvem ,,Zanétliva odpovéd’ po implantaci absorbovatelnych koronarnich stenta®.
Studie je zaméfend na sledovani zanétlivé reakce. novych markert oxida¢niho stresu a dalSich biochemickych
parametru u pacienti s ischemickou chorobou srde¢ni a uskuteéni se v ramci spoluprace Pardubické krajské
nemocnice, a.s.. Kardiologického centra Agel. a.s. a Univerzity Pardubice na Kardiologickém oddéleni

s védomim a pod dohledem prim. MUDr. Petra Vojtidka, CSc. a MUDr. Iva Varvatovského. Ph.D.

Studie nema komer¢ni charakter a rozsifuje jiz probihajici studii, schvalenou Etickou komisi pii PKN, a.s. dne
11.5.2012. Ziskana data vyuzije MUDr. Vojtéch Novotny k sepséni disertaéni préce v ramci doktorského
studijniho programu (Ph.D.) na Lékatské fakulté Univerzity Karlovy v Hradei Kralove. skolitelem je doc.
MUDr. Josef Stasek, Ph.D.

Na studii se budou podilet:

Kardiologické oddéleni: prim. MUDr. P. Vojtiek, CSc., MUDr. V. Novotny

Kardiologické centrum Agel, a.s.. MUDr. I. Varvarovsky, Ph.D., MUDr. J. Matéjka, Ph.D., MUDr. V.
Rozsival, CSc., MUDr. V. Novotny.

Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky: prim. PharmDr. J. Skalicky. Ph.D.. Mgr. J. Kovaiik

Univerzita Pardubice:MUDr. V. Muzakova, Ph.D.. Mgr. P. Zakova, Ph.D.. Doc. Mgr. R. Kand'ar, Ph.D.

Byly pfedlozeny dokumenty: protokol studie, informovany souhlas. pacientsky dotaznik. informovany souhlas
s provedenim koronarografie /PCL informace vyrobet o stentech.

Clenové EK studii po prostudovani predloZenyeh dokumentt — v souladu s ICH GCP — schvalili.

V Pardubicich 13. 12. 2013
Zapsala: Ivana Faiklova

Piedbézny termin pfisti schiize etické komise: 24. 1. 2014

MUDH. Josef Hajék. CSe.
predseda Etické komise pii Pardubické krajské nemocnici. a. s
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Priloha A/¢ast II — Souhlas etické komise

-
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MUDr. josef Hajek, CSc. — predseda EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc. — ¢len EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.
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zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

—Clen EK

Anna Némcova

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice. a.s.
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Magr. Jaroslav Prochazka — ¢len EK

neni

ardubické krajské nemochice, a.s.

Mgr. Jana Skvrnidkova, Ph.D.

neni zameésinana v Pardubické Krajske nemocnici, a.s.
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Priloha A/¢ast III — Souhlas etické komise

s principy Spravné klinické praxe (ICP GCP). novelizovanym zdkonem o lécivech 378/2007 Sb.

a novelizovanou vyhlaskou o Spravné klinické praxi ¢. 226/2008 Sb., a Ze vyjadieni bylo

poskytnuto dostateénym poctem ¢ienu EK.

I hereby certify that the ethics committee operates according to ICH GCP guidelines,
the Amended Act on Pharmaceuticals No. 378/2007 Coll. and the Amended Decree of Good

/2008 Coil., and that the notification was provided by a sufficient

podpis predsedy/povérené osoby |
Etické komise pii Pardubické krajské nemocnici, a.s.

EC Chairman’s /Designee’s Signature
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Priloha B/¢ast I — Informovany souhlas pro pacienty

INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE
VaZena pani, vaZeny pane,

v souéasné dobé probiha na nasem pracovisti ve spolupraci s Univerzitou Pardubice vyzkumna prace
(studie) s ndzvem ,,Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stentl”.

Tato vyzkumna prace je zaméfena na sledovani ukazatell zanétu a oxida€niho stresu v krvi pacient
po perkutanni koronarni intervenci (PCl} a wyhodnoceni jejich wvyznamu v zavislosti na

typu pouZitého stentu.

Vsoucasné dobé je standardni lécbou ischemické choroby srdecni tzv. perkutanni koronarni
intervence (PCl), ktera spociva v roztaZeni zizeného mista véncité tepny specialnim balénkem a jeho
nasledné vyztuZeni stentem. Stentd je nékolik typl, nejéastéji jsou pouZivany stenty kovové, jejichZ
struktura je potaZzena légivou litkou, kterd se postupné uvolfiuje a brani naslednému opétovnému
zuZovani véncité tepny v reakci na cizi material stentu. Tyto stenty oznacujeme jako tzv. ,lékové
stenty”. Novéji jsou dostupné stenty, které jako kostru misto kovu vyuZivaji organickou latku
(kyselinu polymléénou), ktera se v organismu postupné rozklada, az priblizné po dvou letech
z organismu zcela zmizi. Vyhodou tohoto typu stentu je moZnost navraceni vénéité tepny do stavu
blizkého stavu plvodnimu, tedy se zachovanou schopnosti reagovat na pfirozené podnéty k rozsifeni
¢i zdZeni tepny. Nevyhodou je pak nemoZnost zavést tyto stenty do viech typl zdZeni, tj. nelze je
vyuzit ve viech situacich. Tyto stenty nazyvame , absorbovatelné stenty” a jsou rovnéz potaZené vyse
uvedenym lé€ivemn zabrafiujicimu op&tovnému ziZeni tepny.

V pfedkladané praci budeme srovnavat laboratorni parametry zanétlivé odpovédi na zavedeni téchto
dvou typl stentll. Pfedchozi prace prokazaly, Ze €im vy3Si je zanétliva reakce po vykonu na vénéité
tepné, tim vy3si je riziko pozdéjSich komplikaci ve smyslu opétovného zuzovani véncité tepny €i
srdecniho infarktu.

K Géasti v této vyzkumné préci jste byl/a osloven/a vzhledem k tomu, Ze Va5 zdravotni stav vyZaduje
osetfeni zuZeni véndité tepny stentem a zaroveri jde o zlZeni tepny, které je vhodné k zavedeni obou
typd stentd.

V pfipadé, Ze se rozhodnete pro (éast v této vyzkumné praci, bude na zikladé ndhodného vybéru
(tzv. randomizace) zvolen k o3etfeni zlZeni véncité tepny jeden z vyse uvedenych typl stentl. Rizika
spojena s Ucasti ve studii se nelii od béinych rizik v souvislosti s PCl a zavedenim stentu. Tato rizika
jsou podrobné popsana v Informovaném souhlase s provedenim koronarografie/PCl, ktery jste pfed
vykonem podepsal/a.

Zatéi vyplyvajici ze zafazeni do studie spociva ve tfech odbérech 19 ml krve béhem stavajici
hospitalizace a ve vyplnéni dotazniku, dale v klinické kontrole a odbéru krve po jednom roce. Dalsi
podrobnosti a informace Vam budou na pozadani sdéleny.

Vase (cast na této studii je zcela dobrovolna.
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Priloha B/¢ast II — Informovany souhlas pro pacienty

Jméno:

: ue

Pofadové &islo:

PISEMNE PROHLASENI O SOUHLASU S UCASTI VE STUDII

Byl(a) jsem seznamen(a) s povahou studie a souhlasim se zafazenim do tohoto vyzkumného projektu.
Dale souhlasim s tim, Ze udaje o mé osobé, které byly ziskany béhem studie, budou
predavany tretim osobam pouze v anonymni formé, tzn. bez uvedeni mého jména a identifikaénich

Gdaja.
V Pardubicich dne ......ceeue.. Podpis (u€astnika studie):

Se ziskanymi osobnimi Gdaji bude nakladano jako s ochranovanymi skute¢nostmi a tyto

udaje budou vyuZity pouze pro potreby studie a nebudou sdélovany tfetim osobam.

V Pardubicich dne ......cceueueee Jméno a podpis (Fesitele- studie):
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Piiloha C — Zymogramy pacientii ze skupiny DR po akutni ICHS

Na tomto zymogramu jsou v odbérech A az D viditelné aktivni MMP-9

ST2 ST A B C D ST9 ST9
1000 500 1000 500

Nasledujici zymogram naopak ukazuje aktivni MMP-2 v odbérech A az C
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Piiloha D — Zymogramy pacientti ze skupiny DR po chronické ICHS

A B c ST9 ST9
1000 500

Na zymogramu nize jsou viditelné aktivni MMP-9

ST2 ST2 A B € D ST9 ST9
1000 500 1000 500
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Piiloha E — Zymogramy pacientii ze skupiny s chronickou ICHS

ST2 ST2 A B C D ST9 ST9
1000 500 1000 500

Na obou gelech jsou celkem vyrazné patrné i komplexy MMP

ST2 ST2 A B c D ST9 ST9
1000 500 1000 500
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