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ANOTACE

Cilem této diplomové prace bylo navazat na predchozi prace a dokoncit stanoveni
koncentrace metaloproteindz-2 a -9 pomoci zelatinové zymografie ve vzorcich pacientu, ktefi
podstoupili perkutdnni koronarni intervenci. Dale se tato diplomovéa prace zaméfuje na

stanoveni hladin metaloproteindz-2 a -9 u vybrané skupiny pacientli s diabetem mellitus.
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TITLE

The determination of matrix metalloproteinases in cardiovascular patients and in diabetics

ANNOTATION

This master’s thesis aims to extend the previous work and complete the determination of the
concentration of metalloproteinase-2 and -9 by means of gelatin zymography in samples from
patients who underwent percutaneous coronary intervention. Moreover, the thesis focuses on
determining the levels of metalloproteinase-2 and -9 in a selected group of patients with

diabetes mellitus.
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UvVoD

Srdec¢ni selhdni je jednou z hlavnich pfic¢in umrtnosti a hospitalizace na celém svéte.
Nejcastéjsim divodem selhani je ischemicka choroba srdec¢ni, kdy nedochazi k dostatecnému
prokrveni srde¢niho svalu. Ischemicka choroba srde¢ni postihuje zhruba 1,72 % svétové
populace a predpoklada se, ze globalni prevalence bude stdle stoupat. Nejcastéjsi pri¢inou
ischemické choroby srde¢ni je ptitomnost plaku v koronarni cévé, ktery témét vzdy vznika
aterosklerézou. Je znamo, Ze matrixové metaloproteinazy-2 a -9 se nachazeji
v aterosklerotickych placich. Exprese téchto enzymt je vétsi v misté nestability plaku.
Zvyseni hladin matrixovych metaloproteindz-2 a -9 v periferni krvi u akutniho koronarniho
syndromu muze byt uzitetné jako neinvazivni testy pro detekci stability plaku. Jednim
z rizikovych faktor ischemické choroby srde¢ni je diabetes mellitus. Zda se, Ze u pacientil

s diabetem mellitus jsou hladiny matrixovych metaloproteindz n&jakym zpiisobem zvysené.

Lécebny postup pro ischemickou chorobu srdecni je perkutanni koronarni intervence.
Cilem je otevfit koronarni tepnu pomoci malého balénkového katétru, zavést stent, a tak
obnovit tok krve. Jednou z komplikaci tohoto zakroku je restendza ve stentu, kdy dochazi
z opétovnému z0Zeni cévy. Zda se, Ze matrixové metaloproteindzy hraji dileZitou roli pfi

restenoze a jejich zvySené hladiny zvySuji 1 riziko restendzy.

Cilem této prace je navazat na piedeslé diplomové prace a dokonCit stanoveni
koncentrace metaloproteindz-2 a -9 pomoci zelatinové zymografie u pacientli s ischemickou
chorobou srde¢ni. Pacientim byly implantované stenty pomoci perkutanni koronarni
intervence. Veskeré vzorky séra od pacientli pochdzi z Interni kliky — Kardiologického
oddéleni se sidlem v Pardubicich (Nemocnice Pardubického kraje, a. s.). Dale se prace
zaméfuje na stanoveni koncentrace metaloproteindz-2 a -9 u skupiny vybranych pacientil
s diabetes mellitus. Tyto vzorky sér a plazem pochdzi od pacientii z Interniho oddé€leni —
lizkova cast a z Diabetologické ambulance se sidlem v Pardubicich (Nemocnice

Pardubického kraje, a. s.).

11



A. TEORETICKA CAST
1. ISCHEMICKA CHOROBA SRDECNI

Srde¢ni selhani je komplexni syndrom zodpovédny za vysokou umrtnost a
hospitalizaci v bézné populaci na celém svété. Jednou z nejcastéjsSich pficin tohoto selhéni je
ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) [1]. Nejcastéji se ICHS charakterizuje jako nedostate¢né
prokrveni srde¢niho svalu. Vznik4a nepomér mezi dodévkou zivin a kysliku krvi a potfebami
myokardu [2].

Mezi nejéastéjsi pri¢inu ICHS obvykle patii onemocnéni korondrnich tepen. To je
krve korondrnimi cévami. To zplsobuje ischémii myokardu a nasledné srdecni selhani [1].
Pticinou téchto plakti je bezmala vzdy ateroskleréza. Princip aterosklerdzy spociva v ukladani
tukovych latek do stény tepen. Do véku 10 let po narozeni méa ¢lovek tepny hladké, elastické,
a tudiz nekladou proudici krvi odpor. Ve véku 10 let jsou vSak v cévnich sténach prokazatelné
lipidové prouzky. Jednd se o pocate¢ni stadium ukladdni cholesterolu a lipoproteini.
Béhem zivota se do téchto prouzkid dale zabudovavaji dalsi tukové latky, coz vede
k poskozeni cévni stény. Postupem Casu se vyviji ateroskleroticky plat, ktery miize mit rizné

velikosti. Déle se do tohoto platu inkorporuje vapnik. Postupné nartistani aterosklerotického

wrwe

z0zi ¢i Upln€ uzavie cévu [3].

Odhaduje se, Ze v celosvétovém méfitku ICHS postihuje piiblizné 126 milioni
jedinct, coz je zhruba 1,72 % svétové populace. Toto onemocnéni zptsobilo devét milioni
umrti, coz z n¢j €ini jednu z hlavnich pfi¢in imrtnosti na celém svété. ICHS si toto postaveni
udrzuje vice jak dvé desetileti. MuZi jsou castéji postizeny nez Zeny a vyskyt tohoto
onemocnéni obvykle zacina objevovat kolem 40. roku Zivota a s vékem se postupné zvysuje.
Bohuzel globalni prevalence ICHS stale stoupd. Ocekava se, ze rostouci vyskyt ICHS bude
dale pokrac¢ovat nejen kviili zvySené prevalenci obezity, diabetu a metabolického syndromu,
ale také kvili starnuti populace. Odhaduje se, Ze soucasnd mira prevalence 1 655 na 100 000
obyvatel by méla do roku 2030 pteskocit 1 845. Nejvyssi prevalenci si udrzuji zemé vychodni
Evropy, jak ukazuje obrazek 1. Béhem poslednich 20 let se n¢kolik zemi vychodni Evropy,

jako je Litva, Bulharsko, Loty$sko, Estonsko a Ceska republika, posunulo na nejvyssi pricky
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prevalence. V opa¢ném piipad¢ zemé s vysokymi piijmy, jako je Spojené kralovstvi, Finsko,

Dénsko, Némecko a Itdlie, se posunuly doli. Zapadni Evropa stile vykazuje rostouci

prevalenci, a to vys§i nezZ v jizni Asii a ve zbytku svéta [4].

¥ e s BE s
-__ca.ﬁ—i"’_ == —— =
e 4
I ]
20 40 60 B0 100 120 140 160 130 200 220

Obrazek 1 Globalni distribuce ICHS. Barvy oznacuji miru prevalence na 100 000 obyvatel v roce 2017.
Prevzato z [4].

1.1 Rizikové faktory

Zdravotni péce o pacienty s ICHS stoji rocné v USA vice nez 200 miliard dolart.
ICHS je vyznamnou pficinou tmrti a invalidity, 1ze vSak tomuto onemocnéni predchazet.
Vzhledem k obrovské zdravotni zatézi zpusobené ICHS byly definovany ovlivnitelné
a neovlivnitelné rizikové faktory. Mezi neovlivnitelné rizikové faktory patii vék, pohlavi,
etnicky pivod a rodinnd anamnéza. Ovlivnitelnymi rizikovymi faktory jsou hypertenze,
hyperlipidémie, diabetes, obezita, koufeni, Spatna zivotosprava, sedavy zplisob Zivota a stres.
Diky definici téchto rizikovych faktori doslo ke zmirnéni vysledné ekonomické zatéze.
Kombinace rizikovych faktorti s pokroky v lékatské technologii vyznamné pfispéla k sniZzeni

umrtnosti v souvislosti s ICHS za poslednich ctyficet let v zdpadnich zemich [5].
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1.1.1 Neovlivnitelné rizikové faktory
Jak bylo zminéno vySe, mezi neovlivnitelné rizikové faktory patii vék, pohlavi,
etnicky puvod a rodinnd anamnéza. Bylo zjisténo, ze v€k, pohlavi a etnickd ptislusnost

zachycuji 63 % az 80 % rizika k vzniku kardiovaskuldrniho onemocnéni [6].

Prevalence ICHS se zvysSuje po 35 letech véku Zivota u muzt i zen. U lidi ve véku
40 let bylo celozivotni riziko vzniku ICHS u muzi 49 % a u Zen 32 %. U osob dosahujicich
véku 70 let bylo celozivotni riziko 35 % u muzi a 24 % zen. Co se tyce otazky pohlavi,
je dokazéno, Ze muzi jsou ve srovnani se zenami vystaveni zvySenému riziku [7]. Do skupin
etnické piislusnosti se zvySenym rizikem morbidity a mortality na ICHS patfi Cernosi,
Hispanci a jihovychodni Asiaté [5]. Rodinnd anamnéza ICHS je uznavanym rizikovym
faktorem. Spojeni mezi rodinou anamnézou a ICHS je tim vétsi, ¢im dfive se u ¢lena rodiny
rozvine ICHS. Rodinna anamnéza je spojena s 50% zvySenim celozivotniho rizika

kardiovaskularnich onemocnéni a iimrtnosti na ICHS [8].

1.1.2 Ovlivnitelné rizikové faktory
Mezi ovlivnitelné rizikové faktory tadime hypertenzi, hyperlipidémii, diabetes,
obezitu, koufeni, Spatnou stravu, sedavy zplisob Zivota a stres. Zda se, Ze jednotlivé
ovlivnitelné rizikové faktory pfispivaji pouze k mirnému poklesu ICHS. AvSak odstranéni ¢i
kontrola téchto individualnich rizikovych faktort by vedly k podstatnému snizeni celkového

poctu ptipadli ICHS v populaci [6].

Hypertenze je dlouho hlavnim rizikovym faktorem srde¢nich chorob. Pusobi jak
oxida¢nim, tak 1 mechanickym namahéanim, které zplisobuje v€tsSi napor na arterialni sténu
[9]. Hypertenze zdvojnasobuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni a vyrazné urychluje
rozvoj aterosklerdzy. VEasna prevence a 1écba vysokého krevniho tlaku a ICHS, tak mtze mit
za nasledek zlepSeni stavu pacienta [10]. Hyperlipidémie je povazovéana za druhy nejCastejsi
rizikovy faktor ICHS. Podle Svétové zdravotnické organizace zplsobil zvySeny cholesterol
ptiblizné 2,6 milionu umrti [5]. Diabetes mellitus (DM) je jednim z hlavnich rizikovych
faktorii kardiovaskuldrniho onemocnéni, a to piedevsim ICHS. Patofyziologie ischémie
myokardu je u diabetickych pacientl slozita a neni zcela objasnéna. Nejcastéjsi pfi¢ina umrti
u diabetiki je pravé kardiovaskularni onemocnéni a ICHS. Diabeticti pacienti maji az
dvojnésobné riziko kardiovaskularnich onemocnéni [11]. Fyzicka necinnost a sedavé chovani
patii k hlavnim ovlivnitelnym rizikovym faktorim prevence kardiovaskularnich chorob.

Riziko ICHS je velmi zvySené u fyzicky neaktivni populace. ZvySené cviceni od neaktivity po
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150 minut stfedné intenzivni aerobni aktivity tydn€¢ muze byt G¢inné pro snizeni vyskytu
a umrtnosti na kardiovaskularni choroby o 17 %. Pro snizeni rozvoje ICHS je to pfiblizné
25 %. Zeny maji vétsi pravdépodobnost vzniku ICHS souvisejici s fyzickou ne¢innosti nez

muzi. Riziko k vytvoreni ICHS maji také vyrazné vyssi starSi osoby [12].

1.2 Formy ICHS

ICHS méa velké spektrum klinickych projevii od zcela asymptomatického onemocnéni
az po nédhlou srde¢ni smrt. Tyto jednotlivé klinické formy se mohou navzajem kombinovat.
ICHS se dé¢li na akutni a chronickou formu (tabulka 1). Tyto formy se podstatné 1isi svoji

prognozou a lé¢ebnymi postupy.

Akutni formy ICHS ptedstavuji bezprostiedni ohrozeni Zivota. Nemocny proto musi
byt bez prodleni hospitalizovan, vzdy na koronarni jednotce ¢i na jednotce intenzivni péce.
Lécba takovychto pacientl je obtiznd a musi byt pfedani do rukou specialistl. Prakticky 1¢kat
by v tomto pripadé mél ziskat podezieni ¢i rozpoznat, ze se jednd o akutni formu ICHS a
neprodlené zajistit co nejrychlejsi pifevoz pacienta do nemocnice. V této fazi jde o Cas a s
kaZzdou minutou odumird ur¢ité mnozstvi myokardu. O pacienty s chronickou formou ICHS

pecuje prakticky 1ékar, ktery dle potfeby spolupracuje s internistou nebo s kardiologem [13].

Tabulka 1 Klinicke formy ICHS. Upraveno dle[13]

Klinické formy ischemické choroby srde¢ni

Formy akutni

Formy chronické

Akutni koronarni syndromy:
Nestabilni angina pectoris
Akutni infarkt myokardu

Nahl4 srde¢ni smrt

Asymptomaticka ICHS
Stabilni angina pectoris
Stav po infarktu myokardu
Dysrytmicka forma ICHS
Chronické srde¢ni selhani
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1.2.1 Akutni forma ICHS

Mezi akutni formy ICHS patii nestabilni angina pectoris, akutni infarkt myokardu

(AMI) a nahlé srde¢ni smrt [13].

Angina pectoris je pojem klinicky, avSak diagnéza je zaloZena na anamnestickém
udaji o bolesti. Ta je charakteristickd pro danou oblast, trvanim, charakterem bolesti
a vztahem k ndmaze. Typicka stabilni angina pectoris ma tfi zdkladni vlastnosti. Za prvé
sviravou bolest na hrudi. Za druhé ji zpiisobuje ndmaha nebo stres a za tfeti, odezniva rychle
v klidu nebo po podani rychle pusobicich nitrath [14]. Za nestabilni anginu pectoris se
povazuje nov¢ vznikld angina pectoris nebo v poslednich 30 dnech jakkoliv zhorSend jiz
existujici angina [13]. Toto onemocnéni ma za nésledek vice nez 1 milion hospitalizaci ro¢né
[15]. Nestabilni angina pectoris se projevuje jako klidova angina, coz znamena
charakteristickou bolest vzniklou v klidu a trvajici del$i dobu (do 20 minut). MiZe se také
projevit jako ptivodné stabilni angina, ktera se vSak zhorSuje jak v Cetnosti zachvatl, tak i
v jejich trvani. Poslednim zplisobem, jak se muze projevit, je jako nové vznikla angina
pectoris, ktera vyznamné omezuje nemocného v kazdodenni ¢innosti v obdobi dvou mésicti
od =zacatku obtizi. Nestabilni angina pectoris miize byt spojena s nestabilnim
intrakoronarniho trombu, ktery zvétsi stupen obstrukce véncité tepny, a tim zhorsi ischemii.
Diagnoza je zaloZena na spravném zhodnoceni udaji a na vylou€eni akutniho infarktu
myokardu. Ten Ize vyloucit v nemocnici pomoci biochemickych markerii nekrozy myokardu,
nejcastéji troponind. U nestabilni anginy pectoris jsou tyto markery ve vétSin€ piipadi

negativni [13, 14].

AMI je jednou z hlavnich pfi¢in nemocnosti a umrti na celém svété. Tato nemoc se
tradi¢né rozdé€luje na infarkt myokardu (MI) s elevaci ST a bez ST elevace [16]. Odhaduje se,
ze vice nez 3 miliony lidi ro¢né maji AMI s elevaci ST, pficemZ vice nez 4 miliony maji MI
bez ST elevace. MI je nemoci, ktera se vyskytuje hlavné v rozvinutych zemich, v soucasné
dobé je vyskyt této nemoci stale Castejsi [17]. AMI je loziskové ischemicka nekréza srde¢niho
svalu, kterd vznikd nenadidlym uzévérem véncité tepny zasobujici pfislusnou oblast.
Nekroza myokardu zacina uz za 20-30 minut po uzavéru véncité tepny od subendokardalnich
vrstev, které jsou na nedostatek kysliku nejcitlivéjsi. S postupem Casu se nekroza rozsituje
smérem k subperikardu a pfiblizné do 6 hodin postihne celou tloustku stény komory [13].
Ve vétSiné piipadid je MI disledkem naruSeni zranitelného aterosklerotického plaku nebo

eroze endotelu korondrni tepny. Prasknuty plak uvolni sviij trombogenni obsah, coz zapfticini
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aktivaci krevnich desti¢ek, iniciaci koagula¢ni kaskady, tvorbu trombu a embolizaci.
Tento hyperkoagulacni stav by mohl pfispét k prasknuti dalSich plakd, a proto mize byt vice
nez jedna vinna léze. Kone¢nym vysledkem je tedy nekr6za myokardu, kterd je detekovatelna
zvySenymi hladinami srde¢nich biomarkerii v periferni krvi (pfedevSim troponinu).
K diagnéze infarktu myokardu se také pouziva -elektrokardiografie (EKG) [16].
Hlavnim ptiznakem akutniho infarktu myokardu je bolest na hrudi, kterd je pfitomna u vice
nez 80 % pacientl. Bolest je téméf totoznd jako u anginy pectoris. Takova bolest se jevi jako
svirava, palCivd nebo tlakova, §ifi se do levého prekordia, vystieluje do pazi, typicky po
ulnarni stran¢ levé horni koncetiny, do ramen, krku, dolni ¢elisti, do zad mezi lopatky nebo do
epigastra. VéEtSinou je bolest intenzivnéj$i nez pii angingé. Bolest trvad déle nez 20 minut
a nereaguje ani na opakované podani nitroglycerinu. Bolest se vSak nemusi objevit u vSech
pacient. Pfiblizn€ u 10 % nemocnych miize MI probéhnout asymptomaticky, ktery je
diagnostikovan pozdéji ndhodné z elektrokardiogramu. Takovy infarkt nazyvame némy

infarkt [13].

Néhla srde¢ni smrt je definovana jako pfirozend, nenasilna, neo¢ekavana a vyskytujici
se do 1 hodiny od nastupu akutnich symptomii. Nejcastéjsi pti¢inou nahlé srde¢ni smrti je
ICHS. Néhlou srdecni smrt mohou ptfedchazet ptiznaky jako je bolest na hrudi, duSnost
a palpitace. Mnoho jedincti vSak nemaji ptfed touto udalosti Zzddné ptiznaky. Podle definice
pro ndhlou srde¢ni smrt pacient nepieZije. Pokud pacient pieZije, udalost se nazyva prerusena
nahld srdecni smrt nebo nahld srdecni zastava. Nahla srde¢ni smrt se v USA kaZdorocné
vyskytuje u 300 000 — 400 000 jedincl. Vyskyt nahlé srde¢ni smrti se zvySuje s vékem.
Incidence je vys$si u muzi nez u Zen. Zeny jsou relativné chranény az do menopauzalnich let,
kdy se incidence zvySuje a pfiblizuje k muzim. Incidence u mladSich populaci (<30let) je

100krat niz$i nez u starSich jedinct [18, 19].

1.2.2 Chronicka forma ICHS
Do chronickych forem ICHS patii asymptomaticka ICHS, stabilni angina pectoris,
stav po infarktu myokardu, dysrytmicka forma ICHS a chronické srde¢ni selhani [13].

Na asymtopamickou nebo téZ nazyvanou némou ICHS se vétSinou piijde pfi
ambulantnim monitorovani. Naptiklad pfi provedeni EKG. Pro asymptomatické osoby je
riziko akutnich kardiovaskularnich ptihod velmi nizké. Tento ndlez je rizikem pro pacienta

a je tedy nutné, aby byla zavedena razantni preventivni opatfeni dle pfislusnych doporuceni.
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Pacienti po prodé€lani infarktu myokardu jsou ohrozeni dal§imi kardiovaskuldrnimi
ptihodami. Pfed propusténim z nemocnice by mély byt pacientim provedeny neinvazivni
testy. Ty nam odli§i pacienty na nemocné s vysokym rizikem reinfarktu, chronického
srdecniho selhdni a ndhlé smrti. U takovych to piipadi byva jednoro¢ni mortalita pies 25 %.
Tuto nepfiznivou prognézu lze zmeénit sekundarni prevenci. Dale jsou to nemocni s nizkym

rizikem, kdy ro¢ni mortalita je pouze 1-3 % [20].

Stabilni angina pectoris je bézna a obtézujici nemoc. Je to klinicky syndrom
charakterizovany bolesti na hrudi, celisti, rameni, v zddech ¢i v pazich. Ta je vétSinou
vyvolana ndmahou nebo emocnim stresem. Bolest, ktera je charakteristickd, je popisovana
stejn€ jako u nestabilni anginy pectoris. Trvani nepohodli je kratké, ve vétSin€ ptipadi ne vice
jak 10 minut a Castéji jeSté méné. Pfiznaky se typicky zhorSuji se zvySenou urovni namahy,
jako je chiize do svahu. Bolest odezni, pokud je pacient v klidu ¢i po podani nitroglycerinu
[21]. Pacienti se Casto vyhybaji ¢innostem, které vyvolavaji piiznaky, a maji tak zhorSenou
kvalitu Zivota. U vétSiny pacientil se stabilni anginou pectoris lze piedejit zhorSeni nemoci
zmeénou zivotniho stylu. Pacient by mél predevS§im piestat koufit a zacit pravidelné cvicit.
Situaci lze také zlepsit poddvanim antiangioznich 1€ka [22]. Pti¢inou stabilni anginy pectoris
je prevazné omezeni pritoku nékterou zkoronarnich tepen aterosklerotickym platem.
Vnitini prisvit tepny musi byt zizen o vice jak 70 %. Klinicky némé jsou pak zpravidla
méné vyznamné stendzy véncitych tepen [23]. Prevalence anginy pectoris znacné stoupa
s vékem u obou pohlavi. Od 0,1-1 % u Zen ve véku 45-54 let a az 10-15 % u zen ve véku
65—74 let. U muzi pak 2-5 % ve veku 45-54 let a az 10-20 % u muzu ve véku 65-74 let.
Lze tedy odhadnout, Ze ve vétSin€ evropskych zemi trpi anginou pectoris 20 00 — 40 000

nemocnych na milion obyvatel [21].

U vétSiny pripadt chronického srde¢niho selhdani dochdzi k remodelaci levé komory.
Prevalence toho onemocnéni se zvysuje s vékem. Prevence onemocnéni korondrnich tepen,
rizikové faktory a kontrola krevniho tlaku jsou zdsadni v prevenci dysfunkce levé komory

[24, 25].
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2. PERKUTANNI KORONARNI INTERVENCE

Perkutdnni koronarni intervence (PCI) byla dfive nazyvand jako angioplastika
korondrnich cév. Tento 1écebny postup se pouziva u osob s ischemii ¢i infarktem myokardu.
PCI je nechirurgickd nadhrada za srde¢ni operaci nebo bypass. Tento zakrok je zcela bezpecny
s minimem komplikaci. Zpravidla navazuje na koronagrafii a angiografii. Cilem PCI je otevfit
korondrni tepnu pomoci malého balonkového katétru, a tak obnovit pratok krve. Obvykle po
samotném roztazeni cévy pomoci balonkového katétru dochazi navic k zavedeni stentu,

ktery pomaha podpirat tepnu a snizuje jeji Sanci na opétovné zazeni (obrazek 2) [26-28].

Ackoli bypass koronarni arterie byl uskute¢nén v roce 1968, prvni PCI byla provedena
az vzari 1977. Zakrok byl proveden Svycarskym radiologem Andreasem Gruentzigem
v Curychu. Pacientem byl osmatficetilety Adolph Bachman, ktery podstoupil Usp&Snou
angioplastiku levé véncité tepny, a jesté do roku 2003 byl zcela v poradku [29].

@ MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED.
Obrazek 2 Perkutanni koronarni intervence. A) Ateroskleroticky plat B) Balonkovy katétr C) Zpriichodnéni
tepny pomoci stentu. Prevzato z [28]
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PCI je invazivni zakrok, ktery probihd v lokalni anestezii na katetrizacnim séle a pod
rentgenovou kontrolou. Pacientovi je po celou dobu navic monitorované EKG. Lékar zavede
do koronarniho fecisté balonkovy katétr. Ten se nejcastéji zavadi v oblasti tfisla, a to stehenni
tepnou nebo na zapésti pres radidlni tepnu. Katétr se zavadi k asti véncité tepny. Do vnitiku
katetru se zavadi tenky dratek az za zuzené misto tepny. Tento vodici dratek slouZzi jako
kolejnice, po které se zavede balonek do mista z(zeni. Poloha baldénku je opakované
kontrolovana pomoci kontrastni latky. Pokud je baldonek na spravném misté (stfed nejuzsiho
mista), 1ékat katétr nafoukne a zizeni cévy se timto odstrani. V této fazi se pecliveé sleduje
celkovy stav pacienta, véetné krevniho tlaku a pulzu. Pti nafouknuti balénku se miize objevit
charakteristickd svirava bolest za hrudni kosti. Nafouknuty baldnek tlaci sklerotické platy
proti sténé veéncité tepny, a tim je zvEétSovan vnitini prisvit cévy. Potom se balonek odsaje
a vytahne. Lékat pouzije jeste jednou kontrastni latku a ujisti se, zda se mu povedlo ziZzenou
cévu rozsitfit. V dnesni dobé se vétsSinou po rozsifeni tepny zavede stent. Jedna se o malou

vyztuz, jejiz ukolem je udrzet tepnu roztazenou.

Po ukonceni vykonu jsou z téla pacienta odstranény vSechny katetry. Zavadé¢ vSak
zustava zaveden ve stehenni tepné a lékat ho odstrani po 4-6 hodinach po zakroku. Pokud je
zakrok realizovan z ruky, katetr je vytazen neprodlené po vykonu. Po vytazeni je pfes misto
vpichu obmotan kompresivni obvaz, ktery pomaha stlacit cévu. V piipadé zapésti po dobu
6 hodin, v tiisle na 18-24 hodin. V den provedeni by mé¢l pacient vypit vice tekutin, nez je
zvykly, aby se mohla kontrastni latka snadno vyplavit z téla ledvinami ven. Po 24 hodinach
po vytazeni katetru by mél pacient zacit chodit. Do domaéci péce je pacient propustén druhy az
paty den po zakroku a pfiblizné za tyden se muze vratit k béZnému zpusobu Zivota.
Po zakroku je vSak nutné del$i dobu uZivat antikoagulancia, ktera zabranuji vzniku krevni

srazeniny [26, 30].

2.1 Komplikace PCI

Kazdy zakrok s sebou nese urcité riziko komplikaci a neni tomu vyjimkou ani u PCI.
Kazdy pacient, ktery postupuje zékrok, méa prdvo na podrobné informovani o moznych
komplikacich véetné procentudlniho vyjadieni jejich pravdépodobnosti. Pacient by téZ mél
dostat informace o tom, jaké je predpokladané riziko ptirozené¢ho pribéhu choroby v jeho
konkrétnim ptipad€é. Informace by mély byt dostacujici k tomu, aby se pacient mohl
rozhodnout, zda riziko zakroku podstoupit ¢i nikoliv. Pacientovi musi byt informace
sdélovany srozumitelné a tak, aby jim zcela rozumél. PCI je spojena s malych rizikem

zavaznych komplikaci, jako je umrti, MI ¢i cévni mozkova ptihoda. Vlivem pokroku v kvalité
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1-2 % na nynégj$ich 0,1-0,5 % [31].

PCI ma invazivni charakter vykonu a s pouzitim antitrombotické 1€cby je zde urcité
riziko periprocedurdlniho krvéaceni. Kterékoliv krvaceni znamena vzdy zhorSeni progndzy
pacienta. Incidence této komplikace se pohybuje mezi 3-6 %. Krvaceni se miize vyskytovat
v misté vpichu, a to predevsim pokud je pfistup veden z oblasti tfisla. Obvykle se vytvoii
hematom. N¢kdy se vSak miize objevit vazné kraceni, které mize vyzadovat transfuzi krve ¢i

chirurgicky zakrok. Incidence v tomto ptipadé je 1-2 % [32].

Restendza cévy je pozdé€jsi komplikace PCI. Znamend to, Ze opét dojde
k vyznamnému zazeni v 1é¢ené céveé. Tento problém postihuje 30-50 % lécenych pacientd.
Nejvétsi riziko restendzy je béhem prvnich 6 mésicti po PCIL. Opétovné zizeni cévy mize vést

k opétovnému vyskytu bolesti na hrudi, coZ mize znamenat dalsi potfebu revaskulizace [33].

Ve vyjimec¢nych piipadech miize u pacienta dojit ke kontrastni latkou indukované
nefropatii. Pfi¢inou je podani kontrastni latky pfi zakroku. Latka mtze zpUsobit reverzibilni
akutni poSkozeni funkce ledvin, které se objevuje zanedlouho po podani kontrastni latky.
Tato nefropatie je definovana jako zvyseni sérové koncentrace kreatinu o vice néZ 44 pmol/l
nebo o 25 % za 48-72 h po podani kontrastni latky. Mezi rizikové pacienty pro vznik

kontrastni latkou indukovanou nefropatii patfi ti, ktefi maji snizenou renalni funkci [31].
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3. STENTY

V roce 1986 byla poprvé pouzita mechanicka intravaskularni podpora koronarni tepny
stentem implantovanym pies cévu. Tento pocin byl vyznamnym pokrokem v lécbé ICHS.
Koronarni stent je vyztuz navrzena primarné k prevenci elastického zpétného razu a restendzy
cévy. Obecné se jedna o tubularni implantat, ktery dodava tepndm nebo jinym nevaskuldrnim
kanalim mechanickou pevnost, dokud neni riziko Uplného uzavieni odstranéno.
Koronarni stenty byly vyvinuty v poloviné 80. let minulého stoleti. Od t¢ doby doslo
k zasadnimu zdokonaleni designu a kompozice. Tento zakrok je od pocatku zatizen
komplikacemi, jako je trombdza koronarniho stentu a in stent restendza (ISR). Z pocatku se
pouzivaly kovové stenty, které byly nahrazeny polymerem vylucujici 1é¢ivo, aby se zabranilo
jiz zminované ISR a tromboze. Zmirnit toto riziko je snahou do budoucna, a to nahrazenim
trvalého polymeru na biologicky resorbovatelny. V soucasné dob¢ tedy rozliSujeme stenty
kovové (BMS — bare metal stent), 1ékové (DES — drug eluting stent) a na biodegradabilni
stenty (BDS — biodegradable stent) [34—38].

3.1 Kovové stenty

Pocatecni stenty byly vétSinou vyrobeny z kovll a jsou oznacovany jako hol¢ BMS.
Tyto permanentni kovové konstrukce jsou vyrobeny z nerezové oceli, slitin kobaltu a chromu
a ze slitin niklu a titanu [38]. Prvnim korondrni stent implantovany do lidské koronarni tepny
byl WALLSTENT® (Schneider AG), a to Ulrichem Sigwartem v roce 1986. Jeho klinické
omezeni spocivalo v technickych problémech pii dodani stentu na misto urceni, proto byl
staZzen z trhu v roce 1991. V roce 1987 vyvinuli Schatz a spolupracovnici Palmaz-Schatz®
stent. Jednalo se o prvni zafizeni s draZkovanou trubici znerezové oceli, které¢ bylo
roztazitelné, a stal se nejpouzivatelnéjSim stentem v 90. letech minulého stoleti. Na zacatku
devadesatych let bylo nasledn¢ vytvoreno mnoho dalSich stentdl, kdy se pfi jejich pouziti
sniZil elasticky zpétny rdz a restendza. Tato technologie s sebou nesla i fadu nevyhod.
Tyto nové stenty mély vysokou hustotu kovli, coz znamenalo, Ze se u pacientli Casto
objevovala subakutni trombdza ve stentu. Dale byly tyto stenty objemné a technicky narocné
na pouziti, proto Casto pii zavadéni dochazelo k selhani a embolizaci [37]. Mimo to zde bylo
stale velké riziko ISR, ktery je problémem u 20-30 % oSetfenych pacient. Ovlivnit restendzu
se firmy snaZily zmenSenim tloustky vzpéry stentil, geometrii a zménou pouzitého materialu
na povrchu stentl. Velmi se rozsifily chrom-kobaltové stenty, které jsou flexibilné;si

a endotelizuji rychleji nez ocelové [39]. Do roku 1999 byly stenty v témét 85 % postupi PCI,
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[37].

Obrazek 3 Priklad kovového stentu. Nahore v rozvinutém, dole v nerozvinutém stavu. Prevzato z [40]

3.2 Lékové stenty

Diky riziku, kter¢ BMS ptedstavovaly, byl v z4jmu pacienti vyvoj dalSich novych
stent(l, a to takzvanych Iékovych stentd (DES). Novym mechanismem a cilem byla aplikace
1é¢iva do mista intervence. Tento koncept vznikl uz na pocatku 90. let. Myslenkou bylo dodat
k poranénému mistu cévni st€ény vysSi davku farmaka dostatecnou k potlaeni restenozy.
Dulezitym faktorem bylo, aby farmaka neméla zavazné toxické ucinky pfi systémovém
podani. Na pocatku stentové éry vznikla myslenka spojit vyhody mechanického plisobeni
stentu s lokalni aplikaci farmaka. Nejdfive vyvoj zacal hledanim latek, které by pokryly
povrch stentu, aby se tak snizil negativni vliv kovu v tepné. Nasledn¢ se vSak pozornost
obratila na kryti stentll jako nosice lokaln¢ ptlisobicich farmak. Zadmérem bylo vyvinout
stabilni potah, ktery bude schopen uvolnovat UCinnd farmaka. Uvoliovani musi byt
predvidatelné, v kontrolované koncentraci a rychlosti, rovhomérné po celé ploSe postizené
tepny. Nosi¢ by mél snést sterilizaci, umét meénit tvar a byt odolny proti poskozeni béhem
zavadeéni stentu. Povrch nosice nesmi vyvolavat neZzadouci reakce cévni stény jako je zanét
[41]. Hlavnim tkolem farmak je snizit ISR a k tomu se pouzivaji antiproliferativni léCiva.
Polocas téchto 1€ka je velmi kratky, ale délka ucinku, kterd je nezbytna k prevenci ISR,
je dlouhd. Proto musi byt dlouha kontrolovana eluce antiproliferativniho 1é¢iva z kovové

patete, aby byla zabezpecena jeho ptitomnost po delsi Casové obdobi. To je zajisténo pomoci
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nosného vehikula, jakym je polymer. Idedlni polymer nesmi interagovat s aktivnim
restenotickym lékem a s prostfedim cévy jako takovym. Naopak musi uvoliiovat 1€k spravnou
rychlosti a byt mechanicky stabilni po dlouhou dobu. Jako prvni byly pouzity trvanlivé
a nerozlozitelné polymery. V posledni dobé byly vyvinuty metody eluce bez polymeri

a biologicky rozlozitelné polymery [42].

Uz vroce 2001 byly DES zavedeny do klinické praxe. Cilem bylo omezit rozsah
restendzy a nutnost opakované intervence. Pilotni 1 nasledné klinické studie dokazaly, ze ISR
je pti uziti DES o tad niz$i nez u BMS. V jedné z prvnich studii SIRIUS doséhlo snizeni
vyskytu restendzy 92 %. Mechanismus u¢inku DES je inhibice proliferace neointimy [43].
DES vyuzivd rGzné Iléky s protizanétlivymi, antitrombogennimi, imunosupresivnimi

a antiproliferativnimi mechanismy ucinku [44].

Jako prvni byly vyvinuty DES prvni generace. Ty se skladaji ze tii hlavnich ¢asti:
permanentni kovova platforma (hlavné nerezova ocel), permanentni polymerni povlak
a aktivni farmaceuticka latka, ktera je zakomponovéana do polymerniho povlaku. Ve své dobé
prekonaly techniku BMS, a to ve snizeni neointimalni proliferace a ISR [38]. U prvnich DES
byly pouzity antiproliferativni 1€ky sirolismus a paklitaxel. Sirolismus, znamy jako
rapamycin, je imunosupresivni sloucenina odvozena zhouby nalezené na Velikono¢nim
ostrové, znamy jako Rapa Nui. Latka zastavuje progresi bunécného cyklu v pozdni G1 az
S fazi a nasledné¢ inhibuje proliferaci bun¢k hladkého svalstva cév. Paklitaxel je znamy jako
1ék proti rakovin€. Stabilizuje delS$i mikrotubuly béhem mitdzy, coz zplsobuje zastavu
bunécného cyklu, a tudiz 1 zastavuje bunécnou proliferaci. Jak uz bylo naznaceno vyse, 1é¢iva
jsou zabudovana do polymeru a potazena na povrch BMS, kde se pomalu uvoliiuji béhem
nékolika tydnil po zavedeni stentu [37, 45]. Pozdéji se vSak objevily komplikace jako pozdni
tromboza a opozdéné hojeni. Dale byla spekulovana jejich dlouhodoba ucinnost. Potahovy
materidl nebyl biologicky rozlozitelny a byly hlaSeny piipady precitlivélosti na jejich
implantaci. Tyto divody vedly k dalSimu vyvoji [38].

Modifikace v designu stentu, slitin€, polymeru a léCivu vedly k vyvoji DES druhé
generace. U nich se prokazalo, Ze jsou spojeny s vyrazné niz§im vyskytem trombozy ve
stentu, nez je tomu u DES prvni generace. To opé€t snizilo bezpecnostni obavy spojené
s pouzivanim technologie DES [46]. DES druhé generace vyuZiva biologicky rozloZitelny
polymer. Ten mé schopnost dodavat vétSi mnozstvi 1é€iva po delsi dobu, piipravit vhodné

podminky pro plnéni riznymi lécivy ¢i piekonat nepiiznivé uCinky stentovani [38].
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K dal$im vylepSenim DES druhé generace patii snizeni tloustky vzpéry, zlepSend flexibilita
a vynikajici kinetika reendotelizace. Prvnim ptikladem DES druhé generace je stent vylucujici
zotarolismus, ktery je zobrazeny na obrdzku 4. Ten se sklad4 ze silnéjsi kobalt-chromové
platformy stentu se zlepSenou flexibilitou a zmenSenou velikosti vzpéry stentu. Také pouziva
novy polymer, ktery maximalizuje biokompatibilitu a minimalizuje zanét spojeny
s predchozimi polymery. Tento polymer zkratil dobu eluce 1éCiva, kdy se 1é¢ivo vymyva
v poc¢ateCni fazi poranéni, pfiCemz poté na stentu zlstane minimalni mnozstvi léCiva.
To nasledné¢ umoznuje normdlni arteridlni opravu. Zotarolismus je analog sirolimu

s podobnymi imunosupresivnimi vlastnostmi, ma vsak zvysené lipofilni vlastnosti [45].

Obrazek 4 Stent uvolnujici zotarolimus. Upraveno dle [45]

DalSim typem je DES bez polymeru. Moznost zcela se zbavit polymera jako nosice
1é¢iva je vyvinout stent bez polymeru. Nepolymerni DES se vyhyba dlouhodobym
nezadoucim ucinklim pfitomnosti polymeru. Méla by byt zachovana schopnost funkce
polymernich DES vcetné prendSeni molekul 1é¢iva, vazby léCiva na stent, fizeni rychlosti
uvoliovani 1é¢iva vhodnou rychlosti. PfestoZe bezpolymerové stenty fungovaly dobie
v preklinickych a klinickych studiich, zatim tyto stenty nepfekonévaji druhou generaci DES.
Lécivo se zaclentuje do mikroporézniho nebo nanoporézniho povrchu kovového stentu [37,

38].
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3.3 Biodegradabilni stenty

Implantace DES byla spojena s pozdni trombozou v stentu, opozdénym hojenim
a prodlouzenym vystavenim vzpér stentu pratoku krve. Zakladnim diivodem téchto problémii
je, Ze jsou cizi ptedméty dlouhodobé v cévé. Absence jakéhokoli zbytkového materidlu v cévé
s obnovenim vaskularni funkce byla povazovédna za idealni cil kterékoli platformy stentu.
K feSeni téchto problému je slibnym piistupem zavedeni biodegradabilnich stenti (BDS),
také znamych jako bioabsorbovatelné stenty nebo bioresorbovatelné scaffoldy. BDS je stavén
tak, aby po implantaci docasn¢ podpiral cévni sténu po dobu asi 3-6 mésict. Po této dobé
bude sténa cévy zhojena a adekvatné reorganizovéna, zatimco zavedeny BDS bude
degradovat a bude absorbovan. Jakmile BDS zcela degraduje (12 aZ 24 mésict), zhojena céva
zlstane bez piitomnosti ciziho télesa, coz umoziiuje obnoveni vazoreaktivity s potencidlem
remodelace cévy. Materidl stentu a jeho degradacni produkty musi byt biokompatibilni
a netoxické, aby byla zajiSténa bezpecnost pro pacienty. Mechanismus BDS je vyhodny
pfedevsim pro starsi lidi, déti nebo diabetiky, ktefi maji problémy po opakovanych operacich.
BDS jsou vyrobeny pievazné z biologicky odbouratelnych polymernich nebo kovovych
materiald. Polymerni materidly pouzivané pro BDS zahrnuji polymery syntetizované
z kyseliny mlécné, glykolové a kaprolaktonu. Polymerni BDS se 1i§i od svych kovovych
protéjski tim, Ze jsou nachylné ke zlomeni a jejich tloustka vzpéry je vétsi. Pro BDS na bazi
kovovych material se pouziva ptedevsim Zelezo, hoicik a zinek. Ocekéva se, Zze vyvoj BDS

pfinese revolucéni zménu v 1é¢bé onemocnéni koronarnich tepen.

Prvni komer¢né€ dostupny BDS, schvéleny v roce 2016, byl Absorb BVS (obrazek 5).
Je vyroben z polymerni struktury kyseliny L-mlé¢né. Kone¢nym produktem stentu je kyselina
mlécna, kterd je metabolizovdna na oxid uhlicity a vodu prostiednictvim Krebsova cyklu.
Bohuzel nésledné studie ukazaly, ze pouziti tohoto BDS bylo spojeno s vysSim vyskytem

trombdzy ve stentu nez u DES [38, 42, 44, 46, 47].
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Obrazek 5 Vstrebatelny stent Absorb BVS. Prevzato z [43]

3.4 Komplikace po implantaci stenta

3.4.1 Restendza ve stentu
Restenodza je definovana jako postupné opétovné zuzovani stentované léze koronarni
tepny v dasledku poskozeni tepny s naslednou proliferaci neointimalni tkané. ISR je
v soucasnosti hlavnim omezenim pro pouZiti PCI, kdy dochazi k navratu namahové anginy
pectoris nebo k akutnim koronarnim syndromim. Klinicka incidence u pouziti BMS je zhruba
20-35 %. S vyvojem novych stentd a pii pouzivani DES, se snizil vyskyt ISR na 5-10 % [48,
49].

Béhem PCI miize dojit k poranéni cévy, coz nasledné¢ vede ke slozitému zanétlivému
a reparativnimu procesu, ktery se vyskytuje v relativné kratkém obdobi (tydny az mésice).
Pokud je reakce na poranéni cévy nadmérnd, dochazi k restendze. K povrchu poranéné cévy
se ukladaji krevni desticky a fibrin a dochazi k adhezi cirkulujicich neutrofild a monocytt.
Béhem tydnt jsou akutni zanétlivé builkky nahrazeny chronickymi zanétlivymi bunkami, jako
jsou naptiklad makrofagy. Uvoliiované rastové faktory z bunék stimuluji proliferaci a migraci
bunc¢k hladkého svalstva cév zmédii do vznikajici neointimy, kde se nasledné tvofi
extracelularni matrix. Dva tydny po implantaci stentu lze na jeho vzpérach pozorovat
kompletni neoimtimalni vrstvu sloZzenou zbunék hladkého svalstva cév a extracelularni
matrice bohaté na proteoglykany. Tato vrstva muze trpét opakujicimi se aterosklerotickymi
zménami neboli neoaterosklerozou. Nejvyznamnéj§imi rizikovymi faktory pro ISR se
zdaji byt DM, délka 1éze a maly primér cévy. Diabetes zvySuje riziko ISR u pouziti BMS o
30-50 %. Podobné riziko je u pouziti DES. Délka implantovaného stentu nad 35 mm je
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spojena s témét dvojndsobnym rizikem ISR ve srovnani se stentem, ktery je mensi nez 20 mm

[48, 50].

3.4.2 Trombéza stentu
0,5 % do 1 % ro¢né. Mortalita je vSak vysoka, a to od 5 % do 10 % do 30 dni od implantace.
Mira trombdzy stentu odpovidd vyvoji zlepSenych stentli a protidestickovych cinidel.
Trombozu stentu délime podle na¢asovani na akutni (do 24 hod. po implantaci), subakutni (od
2. do 30. dne), pozdni (od 1 meésice do 1 roku) a velmi pozdni (po prvnim roce).
Akutni a subakutni trombdza stentu je souhrnné oznacovéna jako Casnd. K vétSin€ tromboz
stentu dochdzi béhem prvnich 30 dnii po PCIL. Pozdni trombodza stentu mize souviset
s neuplnym zhojenim nebo nedostatecnym pokrytim neointimou. Incidence pozdni trombdzy
stentu se zda byt podobna jak u pouziti DES, tak u BMS. Rozmezi vyskytu se pohybuje od
0,6 % do 3,4 %. Velmi pozdni trombdza stentu ma multifaktoridlni etiologii a ve vétSing
pfipadi je spojena s abnormdlni vaskuldrni odpovédi, jako je hypersenzitivni reakce,

nadmérné ukladani fibrinu nebo neoateroskleroza [34, 51-53].
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4. MATRIXOVE METALOPROTEINAZY

Matrixové metaloproteinazy (MMP), také oznacovany jako matrixiny, jsou
proteolytické enzymy zavislé na zinku. Enzymy maji rizné substraty, ale sdileji podobné
strukturdlni charakteristiky. Pro identifikaci prvni MMP byla milnikem studie Woessnera
zroku 1962, ktera ukazala, ze proteinovy enzym v déloze savcli muze degradovat kolagen.
Pozd¢ji téhoz roku, Jerome Gross a Charles Lapiere byli prvni, kdo identifikovali MMP
pomoci biochemickych metod [54, 55]. V této roding je vice jak 25 druht proteaz. Podileji se
na degradaci extracelularniho matrix (ECM) a bazalnich membran béhem morfogeneze.
Dale pti bunééné migraci, angiogenezi a proteolytické aktivaci ruastovych faktori.
Vsechny tyto procesy jsou nezbytné pro normalni remodelaci tkdni v procesech, jako je rist
kosti, hojeni ran a reprodukce [56, 57]. Neni tedy divu, ze exprese geni MMP byla
pozorovana v buiikdch pojivové tkéné€, a to predevSim ve fibroblastech. Exprese byla téz
pozorovana v neutrofilech, monocytech, makrofazich a endotelidlnich bunkach [58].
Za normalni podminek specifické tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMP) peclivé reguluji
aktivitu MMP. Abnormalni exprese pfispiva k riznym patologickym staviim, jako jsou
zanétlivd a kardiovaskularni onemocnéni, rast nddort a jejich metastazovani. MMP jsou
produkovany jako latentni zymogeny neboli proMMP, které musi byt v téle aktivovany,
aby se vytvofil funkéni enzym. Aktivace proMMP vyZaduje delokalizaci prodomény
z katalytického mista. Na aktivact MMP se podileji dva hlavni mechanismy. Prvnim je
proteolytické S$tépeni a odstranéni prodomény a druhym je alosterickd aktivace, kdy je

prodoména vytésnéna z katalytického mista enzymu, aniz by byla Sté€pena [56, 57, 59-61].

MMP se rozdéluji do péti podskupin na kolagendzy, zelatindzy, matrilysiny,
stromelysiny a MMP membranového typu. Tyto skupiny jsou zaloZeny na sekvencni
homologii a in vitro charakteristikdch substraitu ECM. Aby byl enzym zaclenén do rodiny
MMP, mél by spliiovat pozadavky jako: 1. proteolyza alespoil jedné slozky ECM; 2. katalyza
zavisla na zinku v aktivnim misté; 3. aktivace proteinazami nebo organomerkuriaty;
4. inhibice kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), 1,10-fenanthrolinem a jednim
zTIMP a za 5. cDNA ma sekvencni homologii s MMP-1 [54]. Typickd MMP se sklada
zn¢kolika domén, jak je zobrazeno na obrazku 6. Tyto domény jsou: pre-doména,
propeptidova, katalytickd a doména hemopexinu. Propeptidovd doména se obvykle sklada
z 80 aminokyselin. Katalytickd doména vétSinou obsahuje 170 aminokyselin a také obsahuje
sekvenci tfi histidind, kterd je dulezitd pro chelataci zinku. Pro typickou MMP je

charakteristicky spojovaci peptid, ktery se oznacuje jako pantova oblast. Déle obsahuje
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doménu hemopexinu, kterd obsahuje ptiblizné 200 aminokyselin a je nezbytnd pro interakci

s jinymi MMP a TIMP [62].

Pre-doména | Propeptidova | Katalyticka Pantova doména Transmembranova
doména doména oblast hemopexinu |doména

Obrazek 6 Typicka MMP struktura. Upraveno dle [63]

Existuji ¢tyfi zndmé TIMP, znichz TIMP-1 a TIMP-2 byly nejvice studovany.
TIMP jsou proteiny, které maji nizkou molekulovou hmotnost. Mohou se nekovalentné vazat
s aktivnimi MMP v molarnim pomeéru 1:1. TIMP se vaZou na katalytickou doménu aktivnich

MMP a tim bréni pfistupu k substratim [59].

4.1 Zelatinazy

Do této podskupiny patii MMP-2 a MMP-9. Nékdy se tyto MMP oznacuji jako
zelatindza A a Zelatinaza B. Oba tyto enzymy maji tfi repetice fibronektinu typu II vloZené do
katalytické domény. Sdileji podobnou proteolytickou aktivitu a degraduji denaturované
kolageny, Zelatiny a fadu molekul ECM vcetné nativnich kolagent typu IV, V a XI
a lamininu [64, 65]. Zelatinazy hraji roli v §iroké $kéle fyziologickych a patologickych stavil.
Tyto enzymy jsou potieba u procesi, jako je reprodukce, riist a vyvoj a také pii mobilizaci
leukocytl, zanétu a pi1 hojeni ran. ZvySena produkce zelatinaz byla pozorovéana
u patologickych stavli, jako je rakovina, zanét, infekéni nebo vaskuldrni onemocnéni
a degenerativni onemocnéni mozku [66]. Zelatindzy jsou vyludovany v latentni formg.
Enzymy jsou smérovany piednostné do mezimembranového prostoru bunc¢k a tkani,
aby mohly S§tépit proteiny v ECM [67]. Katalytickd doména Zelatindz se od ostatnich MMP
1isi tim, Ze obsahuje tfi domény podobné fibrinektinu typu II, kterd tvoii oblast pro navazani
kolagenu. Tato oblast umoznuje vazbu a nésledné Stépeni kolagenu typu IV nebo

denaturovaného kolagenu (zelatiny) [68].
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4.2 Matrixova metaloproteinaza — 2

MMP-2 byla poprvé popsdna a izolovdna z vysoce metastatickych mySich nadort
a z bunék lidského melanomu. MMP-2 je zna¢né exprimovan ve fibroblastech, endotelialnich
a epitelidlnich bunkach. Enzym je produkovan jako proenzym, ktery je aktivovan na
bunétném povrchu. Aktivace je zprostfedkovana pomoci MMP-1 membranového typu.
Pti aktivaci je také potteba TIMP-2, ktery slouzi jako mustkovd molekula mezi MMP-1
membranového typu a proenzymem MMP-2 (proMMP-2). MMP-2 se ucastni degradace
ECM S$irokou Skalou substratii. Je schopna degradovat kolageny typu I, IV, V, VII a X,

laminin, elastin, fibronektin a proteoglykany [69].

Po infarktu myokardu se hladiny MMP-2 v plazmé zvysuji. U pacientl s diagnézou
srde¢niho selhani je ¢tyfnasobnd stimulace exprese enzymu [70]. Bylo prokézano, ze MMP
jsou spojeny s ateroskler6zou. Jednim z moznych mechanismu, ktery ptispiva k tvorb¢ plaka,
muze byt usnadnéni, stimulace migrace a proliferace bun¢k hladké svaloviny v cévni sténé.
Jednou z hlavnich roli MMP pfi destabilizaci plaku je pfestavba ECM. V pozdéjsich stadiich
ateroskler6zy miize tato prestavba vést k erozi plaku, zménam metabolismu kolagenu,
zhorSené reparaci a udrZeni fibrézniho platu. To vSe miiZze pfeménit plak na nestabilni a dojit
k jeho ruptufe [71]. MMP-2 je vice vyluCovéana a aktivovana v aterosklerotickych 1ézich,
kde podporuje riist 1€zi a nestabilitu plaku. Podili se zde na aterosklerotické kalcifikaci [72].
MMP-2 podporuje agregaci krevnich desti¢ek, ¢imZ se Gc€astni na protrombotickém Uc¢inku

aterosklerotickych plati [73].

4.3 Matrixova metaloproteinaza — 9

MMP-9 byla poprvé ziskdna zlidskych makrofagh [69]. Enzym je vylucovan
z endotelidlnich bun¢k, leukocytii, fibroblastl, neutrofilii a makrofagh. V dobé, kdy se
diferencuji granulocyty, dochazi k syntéze MMP-9 v kostni dfeni [74]. MMP-9 je regulovéana
rustovymi faktory, chemokiny a dal§imi stimulacnimi signdly. I tento enzym je vylucovan
jako neaktivni prekurzorova forma, tedy jako proenzym MMP-9 (proMMP-9).
Proenzym tvoii pevny komplex s TIMP-1 a TIMP-3. Aktivatory pro proenzym jsou plazmin,
komplex plazminogen/MMP-3 a komplex proMMP-9 a TIMP-1. MMP-9 degraduje
extracelularni matrix, podnécuje a podporuje tvorbu novych cév. Enzym je schopen S$tepit
kolageny typu IV, V, VII, X a také elastin. Je také schopen $tépit produkty kolagent I, II a III,

ale az po ptedeslé proteolyze kolagenazami [69].
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Nadméma exprese MMP-9 je spojena s riiznymi druhy rakoviny, jako je rakovina
prsu, plic, prostaty, tlustého stfeva, zaludku a slinivky bfisni. Nadmérna produkce enzymu je
téz spjata s aterosklerdzou [74]. Je prokazano, Ze existuje vztah mezi MMP-9 a nestabilitou
plaku, jelikoz hladina a aktivita enzymu byla vyssi u nestabilnich plakti nez u stabilnich.
Jelikoz nadmérnd exprese MMP-9 se mtize podilet na nestabilité plaku, mohl by tento enzym
slouzit jako prediktor nestability. MMP-9 se tedy podili na procesu rozvoje aterosklerdzy.
Primadrnim zdrojem enzymu v plaku jsou zanétlivé bunky. ZvySend exprese enzymu
podporuje degradaci ECM, ktera muze zvysit infiltraci zdnétlivych bunék. MMP-9 miize také

podporovat migraci bunék hladkého svalstva cév [75].

MMP-2 a MMP-9 jsou nutné pro proliferaci a migraci bunék hladkého svalstva cév.
NejspiSe maji svou dilezitou roli ve vyvoji a udrzovani vldknitého uzavéru. Nicméné zvysené
hladiny MMP-9 v pokrocilych 1ézich, a to zejména aktivni formy ve spojeni s hromadénim
makrofagl, miize podporovat naruseni plaku. Zvysené hladiny MMP-2 a MMP-9 v periferni
krvi u akutniho koronarniho syndromu mohou byt uzite¢né jako neinvazivni testy pro detekci
zranitelnosti plaku. Vyuziti biomarkeri k vybéru pacientii pro individualizované terapie

v sekundarni prevenci pomuze dosahnout cile precizni mediciny [76, 77].

4.4 Biologicky material a jeho stabilita
Zelatinova zymografie je nejcitlivéjsi a Siroce pouZivany test pro stanoveni latentnich i
aktivnich forem MMP-2 a MMP-9. Jako alternativni metoda se pouziva ELISA (enzyme-
linked imuno sorbent assay), kterd vSak nedosahuje takové citlivosti a neumozZiuje

kvantitativni hodnoceni aktivnich a latentnich forem bez potieby drahych ¢inidel [78].

Bylo zjisténo, ze aZ pét cykli zmrazeni a rozmrazeni neovliviuje aktivitu obou MMP.
Stejné tak teplota skladovani nemd na aktivitu vliv. Skladovani vzorkl plazmy pii -20 °C
nebo -70 °C po dobu jednoho mésice vyznamné neovlivnilo plazmatické aktivity.
Dal§im faktorem, ktery neovliviiuje aktivitu MMP, je pfijem potravy. Zde se ukdzalo,
Ze nejsou zadné vyznamné zmény v plazmatickych aktivitich ziskané krve po celono¢nim

la¢néni (>12h) a 2 hodiny po standardnim jidle [78].

Vzorky jsou obvykle skladovany zmrazené po odliSnou dobu, to predstavuje riziko
zmén koncentrace a aktivity MMP. TudiZz vzorky, které jsou zamraZeny po rizn€ dlouhou
dobu, nemusi byt srovnatelné. Mize to byt zplisobeno tim, Ze dochazi k urcitému
stupni degradace, protoze vétSina enzymu si zachova aktivitu, 1 kdyz minimalni, dokonce 1 pfi

-80 °C. Rouy a kol. popsali rychly pokles jak proteinu MMP-9, tak i enzymatické aktivity ve
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vzorcich citratové plazmy skladovanych pfi teploté -80 °C po dobu pouhych 3 mésica.
Co se ty¢e MMP-2, tak ta z(stava stejnd nezavisle na dob¢ skladovani [79]. Novéjsi studie
toto tvrzeni vSak vyvraci. Jonsson a kol. ukazali, ze hladiny MMP-9 ve zmrazené citratové
plazmé jsou stabilni, pokud jsou skladovany pii -80 °C po dobu az 9 let [80]. Tarr a kol. také
zkoumali vliv doby skladovani ve zmrazeném stavu na aktivitu MMP-9. V tomto ptipadé
nedoslo k zadnému zjevnému poklesu ve vzorcich skladovanych mezi 1 a 3 lety pti -80 °C.
NA vysledek miize mit vliv pouzitého antikoagulantu, protoze zde byla pouzita
plazma s heparinem [81]. V jedné studii pracovali se vzorky sér, které byly uchovavany i
16 let pti — 50 °C. Jejich analyza 10 vzorki séra skladovanych po dobu 1 roku vSak ukazovala

pokles 0 28,5 %. Nicmén¢ hladiny proMMP-9 v séru byly i po 16 letech vysoké [82].

Podstatné je si uvédomit i dualezitost UCinkd riznych antikoagulancii jako
preanalytickych determinantd aktivit plazmatickych MMP. Souza-Tarla a kol. ve své studii
uvadéji, ze v plazmé s EDTA byla ve srovnani s plazmou s heparinem nebo sérem zjisténa
niz8i aktivita MMP-2. V jiné studii vSak naméfili zvySenou plazmatickou aktivitu MMP-2
a snizenou aktivitu MMP-9 se zvySujicim se mnozstvi EDTA béhem odbéru krve.
Pouziti citratu jako antikoagulantu minimalizuje uvoliiovani MMP-9 béhem odbéru. Proto je
mozné, ze aktivita MMP-9 ve vzorcich plazmy s EDTA muze byt zvySena v porovnani
s citratovou plazmou [78]. V dal§im experimentu bylo prokazéano, Ze urychlovace koagulace
mély vliv na sérové hladiny proMMP-9, pti¢emzZ poskytly az ¢tyinasobné hladiny MMP-9 ve
srovnani s nativnim sérem. Rozhodujicim faktorem je zde zifejmé& uvoliovani MMP-9
krevnimi destiCkami. V tomto experimentu bylo dale zjiSténo, ze nativni sérové koncentrace
MMP-9 se podobaji koncentracim namétenym v plazm& s EDTA. Hladiny MMP-9 jsou
ovlivnény aktivaci koagulace a pouZitym antikoagulantem. Pro stanoveni MMP-9 je lepsi
pouzit vzorky plazmy [83]. Z jinych zdroji se zda, ze sérum, a to predevSim s pouzitim
urychlovacii koagulace, by se mélo k hodnoceni MMP v krvi vyhnout. Je zde nejveétsi
moznost variability vysledkt v disledku uvoliovani MMP z krevnich desticek a leukocytl
[84]. Gerlach a kol. ve studii zminuji, Ze zvySeni koncentraci tfi antikoagulancii (citrat,
heparin a EDTA) nevyvolalo Z4dné Uc¢inky na aktivity MMP, kromé& vyznamného sniZeni
aktivity MMP-9, které bylo pozorovdno u zvySujici se koncentrace citratu [85].

To dokumentuje obrazek 7.
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Obrazek 7 Prumeérné hodnoty aktivit proMMP-9, MMP-9 a proMMP-2 ve vzorcich séra a plazmy oddélenych od

odebrané krve do zkumavek se zvysujicimi se koncentracemi antikoagulancii. Prevzato z [85].
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5. SOUVISLOST MEZI METALOPROTEINAZAMI A
PERKUTANNI KORONARNI INTERVENCI

Ruptura aterosklerotickych plati mize byt zplisobena pisobenim MMP na vazivovy
uzavér. Tento stav mize progredovat do akutnich koronarnich syndromi nebo k nahlé srde¢ni
smrti. Bylo prokédzédno, ze MMP-9 je pfitomna v nestabilnich placich a je spojena
s pritomnosti zanétlivych bun¢k. Exprese MMP je vétsi v oblasti nestability s rizikem ruptury
plaku. MMP aktivity zvySuje produkci riastovych faktorii, zménu ECM, akumulaci pénovych
bun¢k, expanzi nekrotického jadra s dalsi zranitelnosti plaku [86]. Hladina MMP-9 je spojena
s velikosti nekrotického jadra aterosklerotického platu u stabilnich pacientd s koronarnim
srde¢nim onemocnénim, kteti maji zvySené hladiny lipoproteinu(a) [87]. MMP hraji dilezitou
roli pfi resten6ze po PCI a okluzi arteridlnich bypassovych S§tépti prostfednictvim zvySeni
proliferace a migrace endotelidlnich bunék a buncék hladkého svalstva cév [88].
Plazmatické hladiny MMP-2 a MMP-9 pted PCI u pacientii se stabilni anginou souvisi
s pozdni restendzou. Obecné lze fici, Ze zvySena hladina MMP-9 v séru je spojena se

zvySenym rizikem ISR po implantaci stentu [89].

Zhu a kol. chtéli zjistit prediktivni hodnotu hladiny plazmatické MMP-9 pro
hospitaliza¢ni mortalitu. Hodnota se vztahovala k pacientim, ktefi byli pfijati s akutnim
infarktem myokardu a podstoupili urgentni PCI. Do studie bylo zafazeno 155 pacientu,
znichz 24 zemielo v nemocnici. Vzorek byl odebran pii pfijmu pacienta. Ze studie
lze usoudit, ze pacienti, ktefi zemfeli v nemocnici, méli pfi pfijmu vyznamné vyss§i hladiny
MMP-9. Za hrani¢ni hodnotu lze uvazovat MMP-9 398,2 ng/ml. Tato hodnota byla

nezavislym prediktorem pro umrtnost v nemocnici [90].

Zhang a Wei zkoumali vliv intervence koronarniho stentu na uc¢innost, bezpecnost
a kratkodobou i dlouhodobou prognoézu pacientti s ICHS. Do studie bylo zahrnuto 60 pacientil
s ICHS, kteti podstoupili intervencni terapii koronarnim stentem. Jako kontrolni skupina byli
pacienti, kteti byli 1é¢eni konvencni medikamentdzni terapii. Ve srovnani s kontrolni
skupinou, terapie korondrnim stentem ma lepsi klinickou Uc¢innost a pacientlim piinasi lepsi
kvalitu Zivota. Sérové hladiny MMP-9 jsou vSak po 1é€bé korondrnim stentem vyssi nez u
kontrolni skupiny. V disledku poSkozeni vaskuldarniho endotelu a stlaceni plaku b&hem
operace je snadné vyvolat zanétlivou reakci. Proto je potfeba vénovat pozornost kontrole

zanétu pred a po 1é€beé koronarnim stentem [91].
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Ve studii vedenou Foroughiniem, se zabyvali korelaci mezi stavem sérové
koncentrace vitaminu D a MMP-9. MMP-9 je pravé Casty biomarker srde¢ni remodelace
u pacientit po PCI. Zda se, ze vitamin D by mohl pozitivné¢ ovlivnit hladinu MMP-9 v séru
a snizit tak jeho produkci. Ze studie vyplyva, Ze identifikace a 1écba pacientli s nedostatkem
vitaminu D pfed PCI by mohla zabranit nebo snizit riziko kardiovaskularnich nezddoucich

ucinkl po PCI a restendzu ve stentu [88].

Kusnierova a Pleva chtéli demonstrovat pouziti MMP jako dal§i mozné biochemické
markery pro restendzu ve stentu. Cilem bylo také urcit jejich referencni intervaly s ohledem
na pohlavi a v€k pacientll. Do studie byla zahrnuto 111 pacientii. Bylo zjisténo, ze zvysSené
hladiny MMP-3 a MMP-9 jsou spojeny se vyznamnym nartstem rizika ISR. Pro predikci
rizika ISR byla stanovena koncentrace MMP-9 > 64,8 ng/ml. U MMP-2 nebyla zji§t€na zadna
zavislost mezi koncentraci a pfipadnym rizikem restendzy. Autofi se domnivaji, ze screening

téchto biochemickych parametrii by mohl byt vyuzit k uréeni rizik pro pacienty po PCI [92].

Song a kol. provedli studii, jejimz cilem bylo porovnat zmény v ECM po implantaci
stentu, ktery eluuje inhibitor MMP a urcit jeho ucinky na prevenci ISR. Eluujici stent byl
zaveden do ilické arterie a stent, ktery neeluoval, byl umistén do kontralateralni ilické arterie.
Tento stent slouZil jako kontrola. Tepny byly odstranény po 6 hodinédch a dale po 1, 7, 14, 56,
a 336 dnech po umisténi stentu. Experimentem bylo dokézéno, Ze exprese MMP-2 a MMP-9
vyznamné poklesla po implantaci eluujicich stentl. Tento trend je vidét na obrazku 8.

Také nebyla zjisténa z4dna zjevna trombdza [93].
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Obrazek 8 Exprese a trend zmeny MMP-2 a MMP-9 u stentu eluujict inhibitor MMP (GM6001) a kontroly.
Prevzato z [93]
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Somuncu a kol. chtéli posoudit klinicky vyznam MMP-9 pii predikci dvouletych
nezadoucich kardiovaskularnich piihod u pacientdi, kteti podstoupili PCI po infarktu
myokardu s elevaci ST. Vysledkem bylo, ze vyssi kardiovaskularni mortalita po jednom roce
byla pozorovana ve skupin€ s vysokou hladinou MMP-9. Pti prodlouzeni doby sledovani na
dva roky byl rozdil v mortalité¢ mezi skupinami vyznamnéjsi. V souhrnu jsou vysoké hladiny
MMP-9 silnym prediktorem kardiovaskularnich pifihod vcetné mortality u pacientd s
infarktem myokardu s elevaci ST. Rutinni testovani MMP-9 se v bézné populaci nepouziva.
U pacienti s infarktem myokardu s elevaci ST by méfeni MMP-9 mélo byt zvazeno

k predikci prognozy a v piipad€ vysokych hladin zvazit astéjsi kontroly [94].

Dalsi studie (Shen a kol.) zkoumala distribuci a zmény MMP-2, MMP-9 a kolagenu
pfi ISR a jejich vliv. K experimentu byly pouZzity miniprasata. Vzorky byly odebrany po
6 hodinach a 1, 3, 7, 14, 28, 56, 84, 168 a 336 dnech. Kdyz doslo k resten6ze (56. den),
exprese MMP-2 a MMP-9 byla vyznamné sniZena a obsah kolagenu dosahl svého maxima.
K analyze MMP byl pouzit western blotting a jako kontrola byl pouzit glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogendza (GAPDH). Exprese MMP-9 dosahla vrcholu za jeden den po zavedeni stentu
a po 28 dnech se koncentrace snizila. Exprese MMP-2 doséhla vrcholu po 7 dnech a na
nizkou uroven klesla po 84 dnech. To vSe demonstruje obrazek 9. V klinické praxi muize
inhibice syntézy kolagenu po implantaci stentu a podpora degradace kolagenu pftispét

k prevenci ISR [95].
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Obrazek 9 Exprese MMP-2 a MMP-9 v casovych intervalech po zavedeni stentu. Upraveno dle [95]
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Rocha a kol. chtéli objasnit vztah mezi MMP a restenézou. K analyze proteolytické
aktivity MMP-2 a MMP-9 ve vzorcich plazmy byla pouzita zymografie. Vzorky byly
odebrany pied vykonem a 24 hodin a 6 mésicii po vykonu. Mezi pacienty s restendzou a bez
ni nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily v koncentracich v pribéhu casu.
Jedinou vyjimkou je MMP-2, kdy u pacientd bez restendzy doslo ke zvyseni hladiny MMP-2

mezi odbérem pred vykonem a 6 mésict po vykonu. To lze pozorovat na obrazku 10 [96].
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Obrazek 10 A) Koncetrace MMP-2 u pacientli s perkutanni transluminarni angioplastikou B) Koncentrace

MMP-9 u pacientt s perkutanni transluminarni angioplastikou. Upraveno dle [96]
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6. DIABETES MELLITUS

DM je chronické metabolické onemocnéni charakterizované prtetrvavajici
perifernim ucinkiim inzulinu nebo obojim [97]. Pfi¢inou muze také byt poSkozeni beta bunck
pankreatu [98]. V poslednich desetiletich dochazi k exponencialnimu riistu poctu pacienta
s DM po celém svété. Narust l1ze pficist zvySenému podilu starnouci populace, urbanizaci,
socioekonomickému rozvoji a v neposledni fade snizené fyzické aktivité. Podle Svétové
zdravotnické organizace prevalence DM vzrostla ze 108 milioni v roce 1980 na 425 milioni
vroce 2017. Odhaduje se, ze do roku 2045 bude 629 milioni pacienti s DM [99].
Chronicka hyperglykémie ve spole¢ném puisobeni s dal§imi metabolickymi odchylkami miize
u pacientii s DM zptisobovat poskozeni riznych organovych systémi. Vysoka hladina cukru
v krvi poskozuje organy a tkdné v celém téle. Komplikace DM mohou byt mikrovaskuldrni,
kam fadime nefropatii a retinopatii. Mohou byt také makrovaskularni, coz zahrnuje srde¢ni
choroby, IM, mrtvice, neuropatie a infekce, které se nehoji [97, 98]. RozliSujeme tti typy DM
ato DM 1. typu, 2. typu a gestacni diabetes.

DM 1. typu se obvykle projevuje v brzkém véku a u adolescentl, mlze se vSak
vyvinout v jakémkoli véku. Tvofi 5-10 % diagndéz DM [99]. Tento typ DM je vyznacCovan
autoimunitni destrukci beta bun€k pankreatu produkujicich inzulin. V disledku toho dochazi
k absolutnimu nedostatku inzulinu. Riziko DM 1. typu zvySuje geneticka predispozice. U déti
se riziko diabetu zvysuje, pokud je rodi¢ nebo sourozenec diabetik. Dalsi riziko predstavuji
enviromentalni faktory, jako je virovéa infekce, toxiny a dietni faktory. To vSe mulZe byt

povazovano za spoustéce autoimunity [97, 98].

DM 2. typu se nejcastéji vyskytuje u osob starSich 45 let, bohuZel je Castéji pozorovan
1 u déti a dospivajicich. Tento typ diabetu tvoii zhruba 90 % vSech pacientli s DM. V piipade
2. typu se jedna o nedostatecnou sekreci inzulinu, tkanovou inzulinovou rezistenci
a neptiméienou kompenzacni odpovéd’ sekrece inzulinu. V tomto piipad€ je inzulin neti¢inny.
Zpocatku se organismus brani zvySenou produkci inzulinu, aby se udrzela homeostaza
glukozy, postupem Casu vSak produkce klesa, coz vede k hyperglykémii [97, 100]. Na zacatku
onemocnéni je pifiznaki malo a az polovina lidi netusi, Ze trpi DM 2. typu.
Symptomtm pacient neddva vyznam, a to pak vede ke komplikacim dlouho pted stanovenim
diagnozy. Komplikace mohou vyustit v kardiovaskularni onemocnéni. U DM 2. typu jsou
rizikové faktory piredev§im nadvaha, stravovaci navyky, rodinnd anamnéza, fyzicka aktivita

a vysoka hladina cholesterolu [98, 99].
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Gestatni DM je hyperglykémie, kterd je poprvé zjisténa bcéhem téhotenstvi.
Zpravidla se vyskytuje béhem druhého a tietiho trimestru. Gestacni DM komplikuje ptiblizné
7 % vSech téhotenstvi. Pokud Zena b&hem t&hotenstvi trpi timto typem diabetu, je jeji
potomek vystaven riziku rozvoje DM 2. typu a obezity. Riziko gesta¢niho diabetu se zvysuje,
pokud ma pacientka nadvahu, vyssi vék, nadmérné pfibirani v graviditeé, v rodinné anamnéze

DM 2. typu nebo v piedchozim te¢hotenstvi méla gestacni diabetes [97, 99, 101].

6.1 Souvislost metaloproteinaz s diabetem mellitus
MMP se podileji na vzniku DM 1. a 2. typu [102]. Pravé DM je povazovan za
rizikovy faktor kardiovaskuldrnich onemocnéni. Abnormalni exprese MMP a TIMP
modifikuje ECM béhem vaskuldrni remodelace, coz u pacienti s DM zpasobuje
dysregulovanou angiogenezi. Tato abnormalni regulace byla spojena s rozvojem diabetickych

mikrovaskularnich komplikaci [103].

Dlouhodobé hyperglykémie zpiisobuje oxidativni stres v organismu. Pravé syntéza
MMP-9 je indukovana trvalou hyperglykémii. Exprese a aktivita MMP-9 se zvySuje jako
disledek oxidacniho stresu. MMP-9 zprostiedkovava diabetem indukovanou retinalni

neuropatii a vaskulopatii [103].

Hyperglykémie téZ zvySuje expresi a aktivitu MMP-2 v endotelidlnich bunkach [102].
TéZ je hojné¢ produkovana v tukové tkani obéznich pacientid [103]. MMP-2 je jednou ze
zakladii patogeneze diabetické kardiomyopatie. Dv€ izoformy MMP-2 jsou silné
exprimovany v srdeCnich bunikdch u diabetikd. Tyto izoformy pak mohou souviset

s funk¢nimi a strukturalnimi zménami u diabetu [104].

V studii Kuliczkowski a kol. bylo potvrzeno, Ze hladina MMP-2 je zvySena u pacientl
s DM, avsak u hladin MMP-9 k vyznamnému zvySeni nedoslo [102]. Nicmén& u jiné studie
(Derosa a kol.) bylo prokdzano, Ze hladiny MMP-2 a MMP-9 byly vyznamné zvySené vici
zdravé kontrolni skupiné [105]. Podobné vysledky byly ziskdny i v dalsi studii. Signorelli
a kol. také uvadéji, ze hladiny MMP-2 a MMP-9 jsou zvySeny u pacientd s DM ve srovnani
se zdravou kontrolni skupinou [106]. Studie zaméfena na MMP u diabetického onemocnéni
ledvin (Garcia-Fernandez a kol.) ukazuje, ze koncentrace a aktivita MMP-2 a MMP-9 je

zvySena v moci pacientli s DM 1.1 2. typu [107].

Ackoliv se rizné studie neshoduji na stejnych zavérech, je jisté, ze néjakym zplisobem
se hladina MMP u DM 1i8i od zdravych jedincti. Otdzkou zni, jaké hodnoty tito zdravi jedinci

maji. I tato otdzka neni zcela objasnéna. Kazda studie vétSinou obsahuje svou kontrolni

40



skupinu. Kuliczkowski a kol. m¢li jako kontrolu 15 zdravych jedincii. Byla zkoumana plazma
s citratem pomoci ELISA. Hodnoty MMP-2 u zdravych lidi byla 165,7 = 19,1 ng/ml a pro
MMP-9 47,2 + 22,3 ng/ml [102]. S témito hodnotami se shoduji i Kusnierova a Pleva.
Ty ve své studii pouzivali plazmu s heparinem od 180 zdravych darct. Hladiny MMP
méfili pomoci ELISA. Naméfili hodnoty 163,58 ng/ml pro MMP-2 a 47,9 ng/ml pro MMP-9
[92]. Vjiné studii, kde pouzivali plazmu sEDTA od 165 =zdravych jedinct,
namé¢fili odlisné hodnoty. V této studii opét méfili pomoci ELISA. Pro hodnoty MMP-2 to
bylo 628,1 + 267,4 ng/ml, coz se velmi lis§i od pfedchozich studii. V hodnoté pro MMP-9,
ktera byla 53,7 £ 16 ng/ml, uz se tolik nelisi [105]. O vysSich hodnotach MMP-2 se zmifuje i
studie Signorelli a kol. Zde bylo pouzito 23 vzorkli od zdravych darci. Pro méfeni byla
pouzita plazma s heparinem. Opét zde pro méteni byla pouzita ELISA. Vysledky pro MMP-2
byly 701 + 362 ng/ml a 25 + 17 ng/ml pro MPP-9 [106].
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7. CIL PRACE

Cilem této prace bylo navazat na predchozi diplomové prace a dokoncit stanoveni
koncentrace MMP-2 a MMP-9 ve vzorcich pacientl, kteti podstoupili implantaci stentd
pomoci PCI. Vzhledem k dlouhodobému uchovavani vzork bylo dalSim cilem otestovat

jejich stabilitu. Ziskané vysledky porovnat s aktualni dostupnou literaturou.

DalSim cilem této diplomové prace bylo stanovit koncentrace MMP-2 a MMP-9 pro
skupinu vybranych pacienti s DM. Dale bylo nasim cilem porovnat hladiny enzymt v séru

a v plazmée s EDTA. Ziskané vysledky porovnat s aktuadlni dostupnou literaturou

Pro stanoveni enzymil pouzit metodu Zelatinové zymografie. Pro praci pouzit vzorky
séra pacientll z Kardiologického centra Pardubické krajské nemocnice a séra a plazmy
pacientd z Interniho oddéleni — lizkova Céast a z Diabetologické ambulance Pardubické

krajské nemocnice.
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B. PRAKTICKA CAST
8. MATERIAL, PACIENTI A METODA

8.1 Pouzité pristroje a pomticky

1) Pomtucky pro 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 Tésnici pasky Mini-Protean Tetra system (Bio-Rad, USA)

e Profilovand skla System Glass Plates (Bio-Rad, USA)

o Kratka skla System Glass 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 Otvirdk geli Mini-Protean Tetra system (Bio-Rad, USA)

Cela aparatura pro piipravu geli a elektroforézu je znazornéna na obrazku 11.

i P S

Obrdazek 11 Aparatura pro elektroforézu a pripravu gelii. Prevzato z [108]
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2) Ostatni pomucky

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

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

e Chladnicka (Liebherr LH KTS 1414, Némecko)

e Hlubokomrazici box MDF — U3386S (Panasonic, Japonsko)

e Laboratorni tfepatka Kavalier LT 2 (Votice, CR)

e Tiepacka REAX TOP s nastavcem (Heidolph, Némecko)

e Inkubator (Memmert, Némecko)

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

e Portable analog pH metr HI 8314 (Hanna Instruments, Rumunsko)
e Ultrazvukova vana K2 (Kraintek, Slovensko)

e Pumpa vakuova (Merck, Némecko)

e Sada reagenénich lahvi 100ml, 250ml, 500ml, 1000ml, 2000ml (Simax, CR)
e Automatické pipety: 10 ul, 100 ul, 1000 pul, 5 ml (BioHit, Finsko)
e Mikrozkumavky Eppendorf: 2 000 pl, 1 500 pl, 600 ul

e Sklenéné a plastové zkumavky: 10 ml, 15 ml

e Petriho misky o priméru 17 cm

e Sklenéné odmérné valce, kadinky

e C(Celofanova folie
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8.2 Pouzité chemikalie

Zelatina, typ A pro elektroforézu

(SIGMA-ALDRICH, USA)

Persiran amonny (APS)

(SIGMA-ALDRICH, Japonsko)

Dodecylsiran sodny (SDS)

(LACH-NER, CR)

Standard MMP-2

(SIGMA-ALDRICH, USA)

Standard MMP-9

(SIGMA-ALDRICH, USA)

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)

Acetoxymerkurioanilin (APMA)

(SIGMA-ALDRICH, USA)

Dimethylsulfoxid

(SIGMA-ALDRICH, USA)

Hydroxid sodny

(SIGMA-ALDRICH, Svédsko)

Chlorid vapenaty (bezvody)

(PENTA, CR)

Chlorid sodny

(SIGMA-ALDRICH, USA)

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)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat

(SIGMA-ALDRICH, USA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny

(SIGMA-ALDRICH, USA)
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8.3 Pacienti

Biologické vzorky, pouzité pro tuto diplomovou praci, byly sbirany od pacientl
s kardiovaskuldrnim onemocnénim, kteti jsou zaclenéni do dvou na sebe navazujicich studii.
Prvni byla zamétena na zanétlivé a dalsi biochemické parametry u pacientd s ICHS a druhd
sledovala zanétlivou odpovéd’ po implantaci absorbovatelnych koronarnich stentd.
Studie probihaly ve spolupraci s Interni klinikou — Kardiologického oddé€leni se sidlem v
Pardubicich (Nemocnice Pardubického kraje, a.s.). V souladu s témito studiemi byly také
vydany souhlasy Etické komise ptfi Pardubické krajské nemocnici, které jsou uvedeny v
ptiloze A. VSichni pacienti, ktefi jsou do studie zaclenéni, podepsali informovany souhlas
a vyplnili dotaznik. Ptiklad informovaného souhlasu pro ucastniky studie je uveden v ptiloze

B. Obé studie probihaly také v rdmci diplomovych praci z roku 2014 [109] a 2019 [108].

V ramci této diplomové prace byly dométeny vSechny chybéjici vzorky z obou studii
a nésledovalo celkové zhodnoceni. Do celkového vyhodnoceni byli zahrnuti pacienti z obou
studii a rozd¢€leni do 4 skupin. Prvni skupinou byli pacienti, ktefi podstoupili PCI v disledku
dokonceni revaskulizace po akutni ICHS (DR po akutni ICHS). Druha skupina byli pacienti,
ktetfi podstoupili PCI v rdmci dokonceni revaskulizace po chronické ICHS (DR po chronické
ICHS). Tteti skupinou byli pacienti, u kterych doslo ke zhorSeni chronické ICHS, ale nejedna
se o revaskulizaci (Chronickd ICHS). Posledni skupinou byli pacienti, u kterych doslo
k akutnimu zhorSeni zdravotniho stavu (Akutni stav). Rozdéleni vSech pacientli do téchto

skupin je uvedeno v ptiloze C.

Dalsi biologické vzorky pouzity v této diplomové praci, byly sbirany od pacientd
s DM. Sbér probihal béhem roku 2012 ve spolupraci s 1ékafi z Interniho oddé€leni — lizkova
¢ast a z Diabetologické poradny v Pardubicich (Nemocnice Pardubického kraje, a.s.).
VSichni zaclenéni pacienti meli v dobé odbéru Spatné¢ kompenzovany diabetes provazeny
onemocnénim ledvin rizné zédvaznosti bez diagnostikovaného kardiologického onemocnéni.

Zaclenéni byli muzi (8) 1 Zeny (3) ve vékovém rozmezi 41-86 let.

8.4 Vzorky
Pro stanoveni MMP-2 a MMP-9 byly pouzity vzorky séra od pacientl

s kardiovaskularnim onemocnénim. Pacientim byla krev odebirana pfed zdkrokem,
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 meésici po vykonu PCI (vétSinou 3 mésice po zakroku).

Béhem transportu byly vzorky uchovavany u ledu a nasledné zpracovany. Po transportu se
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zkumavky nechaly stat zhruba pil hodiny pii laboratorni teploté. Nasledné byla provedena
centrifugace pro ziskdni séra, 10 minut pii 3500 otdkach za minutu, pii teploté 4 °C.

Ziskané sérum bylo rozpipetovano a alikvoty byly zamrazeny pii teploté — 80 °C.

Pro stanoveni MMP-2 a MMP-9 u pacientli s DM byly pouzity vzorky sér a plazmy.
Plazma byla sbirdna do zkumavky s EDTA. V tomto pfipadé byla krev odebrana pouze
jednou. Vzorky séra byly béhem transportu uchovavany u ledu a nésledné zpracovany.
Po transportu se zkumavky nechaly stat zhruba ptl hodiny pfi laboratorni teploté. V ptipadé
séra byla provedena centrifugace, 10 minut pii 3500 otackach za minutu, pfi teploté 4 °C.
Ziskané sérum bylo rozpipetovano a alikvoty byly zamrazeny pfi teploté — 80 °C. V ptipadé
plazmy byl postup zpracovani stejny s jedinym rozdilem, Ze vzorky po transportu byly ihned

centrifugovany.

8.5 Priprava potiebnych roztokii

a) 10 % Dodecylsiran sodny

V 50 ml destilované¢ vody rozpustime 10 g SDS. Poté doplnime destilovanou
vodou na celkovy objem 100 ml. Roztok uchovavame v chladni¢ce pfiblizné¢ 3 mésice.
Pti nizsi teploté tento roztok krystalizuje, proto je nutné ho pfed pouZzitim zahtat v teplé

vodni 14zni a promichat.

b) 12 % Dodecylsiran sodny

V 50 ml destilované vody rozpustime 12 g SDS. Poté doplnime destilovanou
vodou na celkovy objem 100 ml. Roztok uchovavame v chladni¢ce piiblizné 3 mésice.
Pti nizs$i teploté tento roztok krystalizuje, proto je nutné ho pted pouzitim zahtat v teplé

vodni 1azni a promichat.

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

V 50 ml destilované vody rozpustime 18,5 g Tris-Base. Poté pomoci
koncentrované kyseliny chlorovodikové upravime pH na vyslednou hodnotu 8,8.
Nasledné doplnime 50 ml destilované vody na celkovy objem 100 ml. Tento roztok

uchovavame v chladu, kde je stabilni ptiblizné 3 mésice.
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d) 0.5 M Tris — HCI pufr s hodnotou pH 6.8

V 50 ml destilované vody rozpustime 6 g Tris-Base. Poté pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové upravime pH na vyslednou hodnotu 6,8. Nasledné¢ doplnime
50 ml destilované vody na celkovy objem 100 ml. Tento roztok uchovavame v chladu,

kde je stabilni pfiblizn¢ 3 mésice.

e) Elektrodovy pufr

V 500 ml destilované vody rozpustime 30,3 g Tris-Base, 144 g glycinu a 10 g
SDS. Nasledné doplnime 500 ml destilované vody. Roztok uchovavame v chladu, kde je
stabilni zhruba mésic. Pfed elektroforézou roztok fedime v poméru 1:5 destilovanou

vodou.

f) Inkubaéni pufr

V 500 ml destilované vody rozpustime 6,04 g Tris-Base, 0,6 g chloridu sodného a
1,112 g chloridu vapenatého. Poté doplnime 500 ml destilované vody na celkovy objem
1000 ml. Pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové upravime pH roztoku na

vyslednou hodnotu 7,8. Tento roztok uchovavame v chladu, kde je stabilni zhruba mésic.

g) 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. Nésledné vSe rozpustime v
40 ml destilované vody. Poté koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou upravime pH na
vyslednou hodnotu 7,4. Nakonec objem doplnime na 50 ml. Roztok uchovdvame v

chladu, kde je stabilni zhruba mésic.

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. Nasledn¢ vSe rozpustime v
40 ml destilované vody. Poté koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou upravime pH na
vyslednou hodnotu 7,5. Nakonec objem doplnime na 50 ml. Roztok uchovdvame v

chladu, kde je stabilni zhruba mésic.
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1) 2 % Bromfenolova modf

V plastové zkumavce rozpustime 0,1 g bromfenolové modii v 5 ml destilované

vody. Roztok uchovavame v chladu.

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

bromfenolové modii. Roztok dikladné promichdme a uchovavame v chladu.

k) 1% Dodecylsiran sodny

Pro ptipravu ctyt gelti do plastové zkumavky napipetujeme 1800 pl destilované
vody a poté 200 pl 10 % SDS. Tento roztok pfipravujeme vzdy v den pouziti.
Roztok zahtejeme v horké vodni 1azni pied pipetovanim k navazené zelatiné. Zahtati 1 %
SDS provadime z toho ditvodu, aby se Zelatina po smichani s roztokem rychle a dikladné

rozpustila.

1) 10 % Persiran amonny

Pro pfipravu ¢tyf geld na analytickych vahach navazime 0,2 g APS.
Nésledné k navazce napipetujeme 2 ml destilované vody. Roztok APS pfipravujeme vzdy

v den pouZiti.

m) Roztok zelatiny v 1 % Dodecylsiranu sodném

Pro pfipravu ¢tyf geli navazime na analytickych vahach 0,06 g Zelatiny a toto
mnozstvi rozpustime v 1500 pl pfedem zahtatého 1 % roztoku SDS. Roztok rozpustime v
horké vodni lazni a diikkladné promichame. Roztok Zelatiny pfipravujeme kratce pied

pipetovanim ke zbylym reagenciim pro piipravu délicich geld.

n) 2,5 % Triton X-100

Pro ctyfi gely rozpustime 6,25 ml Tritonu X-100 v 243,75 ml destilované vody.
Triton X-100 je Spatné rozpustny, proto pouZzijeme k jeho rozpusténi ultrazvukovou vanu.

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

Pro odbarveni Ctyt geli smichame v reagen¢ni lahvi 300 ml methanolu, 150 ml
kyseliny octové a 750 ml destilované vody. Odbarvovaci roztok pfipravujeme vzdy v den

pouziti.

p) Barvici roztok

Pro obarveni Ctyf geli smichame v reagen¢ni 1dhvi 200 ml methanolu, 50 ml
kyseliny octové, 250 ml destilované vody a 1,5 g Coomassie Brilliant Blue R.
Dtkladné vSe promichame, aby se Coomassie Brilliant Blue R dobie rozpustila. Tento

roztok pfipravujeme vzdy v den pouziti.

q) 0.1 M Hydroxid sodny

Ve 100 ml destilované vody rozpustime 0,4 g hydroxidu sodného. Tento roztok

uchovavame v chladu. Roztok se pouziva pro upravy pH.

r) Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok o pH 7.4

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) o pH 7,4 a celkovém objemu 100 ml
obsahoval fosfatovy pufr o koncentraci 10 mM a NaCl o koncentraci 140 mM. Ve 100 ml
destilované vody rozpustime 2,84 g hydrogenfosfore¢nanu sodného (zasobni roztok A).
V jiné nadobé¢ si ve 100 ml destilované vody rozpustime 3,12 g dihydrogenfosfore¢nanu
sodného dihydratu (zasobni roztok B). Nasledné si pfipravime zasobni roztok fosfatového
pufru o pH 7,4. Smichame 40,5 ml zasobniho roztoku A s 9,5 ml zasobniho roztoku B.
Doplnime destilovanou vodou na vysledny objem 100 ml. Nasledn€ 10 ml zadsobniho roztoku
fosfatového pufru o pH 7,4 smichame s 90 ml destilované vody. Takto ziskdme fosfatovy pufr
o pH 7,4 a koncentraci 10 mM. K tomuto roztoku nasledn¢ ptidame 0,82 g NaCl a dikladné

rozpustime.

50



s) 1M APMA

Na analytickych vahach navazime 0,35175 g APMA. K navazce piidame 1000 pl
dimethylsulfoxidu, a to z toho divodu, ze APMA je Spatn¢ rozpustna v destilované vode¢.
Takto pfipraveny roztok zvortexujeme. Zasobni roztok uchovavame pfi laboratorni teploté

zhruba mésic.

t) 5mM APMA

K955 pul 0,1 M NaOH ptidame 5 ul 1 M APMA, Roztok dobfe promichame na
vortexu, protoze dochazi k malému zakaleni. Tento roztok pfipravujeme vzdy cerstvy,

protoze neni staly.

8.6 Postup Zelatinové zymografie

a) Piiprava standarda

Jako standard jsme pouzili kontrolni vzorek od pacientii. Pouzili jsme dva vzorky séra,
které jsme rozpipetovali po 10 pl do malych mikrozkumavek. Takto pfipravené sérum jsme
uchovavali pii -80 °C. Pied kazdym méfenim je nutné pfipravit vZdy novy kontrolni vzorek.
Kontrolni vzorek se pfi laboratorni teploté rozmrazi. Poté se k 10 ul kontrolniho vzorku ptida
170 ul vzorkového pufru. Takto pfipraveny kontrolni vzorek dikladn€ promichdme na

vortexu a nadsledné inkubujeme 2 hodiny pfi 25 °C.

Standard proMMP-2 pfiSel jako lyofilizovany praSek. Standard jsme rozmrazili pii
laboratorni teplot¢ a po doporuceni vyrobce prasek rozpustili pomoci PBS o pH 7,4 tak,
aby koncentrace odpovidala 50 pg/ml. Tudiz jsme k10 pg lyofilizovanému prasku
napipetovalo 200 pl PBS. Takto rozpustény standard jsme rozpipetovali do mikrozkumavek
po 10 pl a poté zamrazili na teplotu -20 °C dle doporuceni vyrobcem. V ptipad¢ pouziti
standard vynddme z mrazédku a nechame rozmrazit pfi laboratorni teploté. Déale ho nafedime
standardovym pufrem tak, Ze k10 pl koncertovaného standardu piidame 490 ul
standardového pufru a zvortexujeme. Vysledna koncentrace je nyni 1000 ng/ml. Potom tento
nafedény standard déale fedime, abychom m¢éli vyslednou koncentraci 500 ng/ml.
Toho dosdhneme tak, ze do nové mikrozkumavky napipetujeme 50 pl nafedéného standardu o
koncentraci 1000 ng/ml a pfidame 50 pl standardového pufru (1:1). Nésledné zvortexujme.
Oba natedéné standardy (jeden o koncentraci 1000 ng/ml a druhy o koncentraci 500 ng/ml)

proMMP-2 nafedime 18x vzorkovym pufrem. Tudiz ke 170 upl vzorkového pufru

51



napipetujeme 10 pl natedéného standardu a néasledné promichdme na vortexu. Toto fedéni
provadime ztoho davodu, ze vzorek je také 18x nafedény a v konecnych vypoctech

nemusime brat zfetel na fedéni.

Standard proMMP-9 prisel také jako lyofilizovany prasek. Postup je tedy stejny jako u
proMMP-2. Standard jsme rozmrazili pfi laboratorni teploté a po doporuceni vyrobce prasek
rozpustili pomoci PBS o pH 7,4 tak, aby koncentrace odpovidala 50 pg/ml. Tudiz jsme
k 10 pg lyofilizovanému prasku napipetovalo 200 ul PBS. Takto rozpustény standard jsme
rozpipetovali do mikrozkumavek po 10 ul a poté zamrazili na teplotu -20 °C dle doporuceni
vyrobcem. V pifipadé¢ pouziti standard vynddme z mrazdku a nechdme rozmrazit pfii
laboratorni teploté. Déle ho nafedime standardovym pufrem tak, ze k 10 pl koncertované¢ho
standardu ptidame 490 ul standardového pufru a zvortexujeme. Vysledna koncentrace je nyni
1000 ng/ml. Potom tento nafedény standard dale fedime, abychom méli vyslednou
koncentraci 500 ng/ml. Toho dosahneme tak, Ze do nové mikrozkumavky napipetujeme 50 pl
nafedéného standardu o koncentraci 1000 ng/ml a pfiddme 50 pl standardového pufru (1:1).
Nasledné zvortexujme. Oba nafedéné standardy (jeden o koncentraci 1000 ng/ml a druhy o
koncentraci 500 ng/ml) proMMP-9 natedime 18x vzorkovym pufrem. Tudiz ke 170 pl
vzorkového pufru napipetujeme 10 pl nafedéného standardu a nasledné¢ promichame na

vortexu.

Paklize je nutné standard aktivovat, vyndame ho z mrazdku a nechame rozmrazit pfi
laboratorni teploté. Déale ho nafedime standardovym pufrem tak, Zze k 10 pl koncertovaného
standardu ptfidame 490 pl standardového pufru a zvortexujeme. Vysledna koncentrace je tedy
1000 ng/ml. Tento roztok si rozdélime na dvé& €asti a pouze jednu aktivujeme. Pro aktivaci
MMP ke 200 pl natfedéného standardu (1000 ng/ml) ptidame 20 pl 5 mM APMA. Tento
roztok inkubujeme v termostatu pii 37 °C 4 hodiny. Ke druhé casti nafedéného standardu
misto APMA napipetujeme 20 pl standardového pufru a také inkubujeme pii 37 °C 4 hodiny.
Po inkubaci aktivaci zastavime piidavkem vzorkového pufru v poméru 1:1 (MMP:vzorkovy
pufr). Tudiz ke 200 ul aktivovanému 1 neaktivovanému standardu ptidame 200 pl vzorkového
pufru. Promichame na vortexu a umistime na 5 minut do horké 14zn¢, ktera ma teplotu 95 °C.
Poté nechame roztoky jesté 2 hodiny inkubovat v termostatu pii 25 °C. Postup je stejny pro

oba standardy.
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b) Priprava vzorki

Vzorky séra nafedime pfipravenym vzorkovym pufrem. Pro stanoveni MMP-2 a
MMP-9 pouzivame 18x fedéni. Do mikro zkumavky napipetujeme 170 pul vzorkového pufru a
10 pl vzorku. Takto natedéné vzorky diikladné promichame na vortexu a nechdme 2 hodiny
inkubovat pti 25 °C. Dodrzeni doby inkubace je dualezité z toho divodu, ze béhem ni obsadi
SDS aktivni mista na MMP, a tim zabréani jejimu pfedCasnému navazani na Zelatinu pred

elektroforézou.

c) Ptiprava aparatury pro vyrobu gel

Nejdiive oplachneme profilovaci a kratkd skla destilovanou vodou a pomoci
papirového ruéniku ocistime. Poté skla dikladné vycistime buni¢inou namocenou v ethanolu.
Skla musi byt dokonale Cista, zbavend vSech necistot a odmasténa, jinak by mohlo dojit k
propousténi skel. Nasledné piilozime k profilovacimu sklu kratké sklo a vlozime je takto do
lictho rdmu. Lici rdm spolu se skly vloZzime do liciho stojanu s tésnicimi pasky a nasledné
mezi skla napipetujeme zhruba 1 ml destilované vody. Timto se ujistime, Ze skla skutecné
neprotékaji. Tuto vodu potom odstranime tak, ze uchopime lici stojan a vodu vylijeme do

buniciny pfilozené ke skltim. Prostor mezi skly ptipadné dosusime filtra¢nim papirem.

d) Ptiprava d€liciho gelu

Reagencie potfebné k piiprave dvou délicich gelt (vétSinou byly piipravovany ctyti
gely najednou) jsou uvedeny v tabulce 2. Nejdiive si v plastové zkumavce postupné
smichdme reagencie kroku 1, jak je uvedeno v tabulce 2. Roztok dikladné promichdme na
vortexu a nasledné¢ odvzdusnime pomoci vyvévy, a to za souCasné¢ho poklepu tuzkou.
Poté zchladime v ledové vodni lazni piiblizn€é 5 minut, aby gel mezi skly lépe tuhnul,
kam zhruba na 2 minuty miZeme vlozit i roztok APS a TEMED. K zchlazenému roztoku
napipetujeme nejdiive APS a nasledn¢ TEMED (reagencie kroku 2). Cely roztok dukladné
a kratce promichdme na vortexu a poté co nejrychleji pipetujeme mezi skla tak, aby hladina
gelu sahala pod zeleny okraj licitho rdmu. Nakonec gel rychle a velmi opatrné prevrstvime
zhruba 1 ml destilované vody, aby nedoSlo k zavzduSeni gelu a vytvofila se rovna linie.
Gel nechame tuhnout zhruba 10-20 minut. Pozorujeme zbyly gel ve zkumavce a dle néj se

orientujeme. Pokud je gel ve zkumavce ztuhly, pak je ztuhly 1 gel mezi skly.
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Tabulka 2 Reagencie pro pripravu deliciho gelu

Povadi Reagencie MnoZstvi [ul]
1. 30 % Polyakrylamid 2 500
2. Destilovana voda 3 600
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) Piiprava zaostfovaciho gelu

Reagencie potiebné k piipravé dvou zaostiovacich gell (vétSinou byly pfipravovany
Ctyfi gely najednou) jsou uvedeny v tabulce 3 Béhem doby tuhnuti déliciho gelu si v plastové
zkumavce postupné smichame reagencie kroku 1, jak je uvedeno v tabulce ¢. 3.
Roztok dikladné promichame na vortexu a néasledné odvzduSnime pomoci vyvévy, a to za
soucasného poklepu tuzkou. Odvzdusnény roztok néasledné zchladime v ledové vodni 1azni.
Po uplynuti doby potiebné k tuhnuti déliciho gelu slijeme vodu do buniCiny. Nasledné ke
zchladlému roztoku pfidame nejdiive APS a poté TEMED (reagencie kroku 2). Poté jednou
a kratce promichame na vortexu a co nejrychleji napipetujeme mezi skla nad délici gel az po
okraj. Nakonec mezi skla zasuneme plastovy hiebinek, ktery jsme si predem ocistili
ethanolem. Gel nechame 30 minut tuhnout. V ptipad¢ ze ¢as tuhnuti nedodrzime, nebude gel

dostate¢né ztuhly a nevytvoii se nam jamky pro pipetovani vzorka.
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Tabulka 3 Reagencie pro pripravu zaostiovaciho gelu

Poiadi Reagencie MnoZstvi [ul]
1. 30 % Polyakrylamid 625
2. Destilovana voda 2 800
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

f) Piiprava elektrodového pufru

Elektrodovy pufr, ktery jsme si pfipravili dopifedu podle navodu, nafedime
destilovanou vodou pted elektroforézou v poméru 1:5. Na 2 gely potiebujeme objem piiblizné
900 ml. Smisime 150 ml elektrodového pufru a 950 ml destilované vody. Na 4 gely
potfebujeme objem pftiblizn¢ 1200 ml, smichame tedy 200 ml elektrodového pufru a 1000 ml

destilované vody.

g) Umisténi vzorkt a standardi na gel

Po uplynuti doby, potiebné ke ztuhnuti gelii, vyjmeme z liciho stojanu lici ram. Skla s
gely vyndame z rdmu a po dvojicich umistime do ramu pro elektroforézu tak, aby smétovaly
kratkymi skly k sob&. Poté je umistime do elektroforetick¢é vany dle barevné pfiisluSnosti,
ktera je oznaCena Cervenou a ¢ernou barvou (Cervena elektroda na ¢ervenou znacku) a opatrné
a rovnomérné vytdhneme plastové hiebinky. Pfipravenym nafedénym elektrodovym pufrem
nejdiive opatrné proplachneme jamky v gelu, nasledovné naplnime pufrem prostor mezi gely.
Pipetovaci nastavec oplachneme destilovanou vodou a umistime mezi skla. Nasledné do
ptislusnych jamek pomoci malé (10 ul) pipety davkujeme opatrné a plynule 10 pl vzorku ¢i
10 pl standardu. Po naplnéni vSech jamek vyjmeme pipetovaci nastavec. Do eletroforetické
vany nalijeme nafedény elektrodovy pufr po pfisluSnou rysku. Nasledné¢ nasadime na
elektroforetickou vanu viko tak, aby souhlasila barevna pftisluSnost elektrod a vSe bylo

dikladné propojeno. Ptipojime zdroj napéti.
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h) Vlastni elektroforéza

Na zdroji napéti nastavime pfislusné parametry elektroforézy. Hodnotu napéti
nastavime na 180 V a Cas na 70 minut. Béhem elektroforézy je udrzovano konstantni napéti,
a proto proud nestavujeme. Zdroj si ho vypocitad sdm na zakladé Ohmova zdkona. Hodnota
proudu zalezi na poctech umisténych geld v elektroforetické vané. Pro Ctyti gely je na zacatku
pramérné¢ 208 mA a na konci elektroforézy klesne na primérnou hodnotu 63 mA. Jakmile
bromfenolova modi opusti gely, coz je pfiblizné€ po 45 minutach, stopujeme dalSich 15 minut,
béhem kterych dojde k lepSimu rozdéleni metaloproteinaz. Po wuplynuti této doby
elektroforézu ukoncéime. V pribehu elektroforézy si pripravime Petriho misky, které dikladné

vyc€istime buni¢inou namocenou v ethanolu. Misky nasledné popiseme pro prehlednéjsi praci
s gely.

1) Postup pted inkubaci geli

Po spusténi elektroforézy si pfipravime dle navodu 2,5 % Triton X-100,
ktery ditkkladné rozpustime v ultrazvukové vané. Po ukonceni elektroforézy sejmeme z
elektroforetické vany viko a slijeme elektrodovy pufr do odpadu. Poté vyjmeme skla z
nastavced. Pro ziskani geld skla pomoci plastového otvirdku opatrné oddélime od sebe
apomoci plastového otvirdku odiizneme jamky, které odstranime. Opatrn€ sloupneme
jednotlivé gely ze skla do podepsanych Petriho misek. Kazdy gel zalijeme zhruba 60 ml
Tritonu X-100. Poté misky umistime na tfepacku a nechame 1 hodinu tfepat. Nasledné
slijeme Triton X-100 do odpadu. Pfi slivani se snaZime na gely nesahat. Nakonec na kazdy
gel nalijeme 100 ml inkubacniho pufru a nechame gely v termostatu inkubovat 19 hodin pfi

37 °C.

j) Barveni a odbarvovani gelt

Tésn¢ pred ukoncenim inkubace si piipravime odbarvovaci a barvici roztok podle
navodu. Z gela slijeme inkubacni pufr do odpadu a poté na kazdy gel nalijeme 80 ml
odbarvovaciho roztoku. Umistime misky na tfepacku a nechame 30 minut tfepat. Béhem
ttepani si nastiihdme celofanové folie na obdélniky o trochu vétsi, nez je velikost gelu
a ponofime je do Petriho misky s odbarvovacim roztokem (zhruba 100 ml). Na celofanové
obdélniky nalijeme 10 ml glycerolu a dobfe promichame. Takto piipravené celofanové folie
nechdme inkubovat 2 hodiny pii laboratorni teploté. Po uplynuti 30 minut slijjeme
odbarvovaci roztok do specidlniho odpadu a nasledné¢ na vSechny gely nalijeme 80 ml
barviciho roztoku a nechame tiepat 1 hodinu. Po tfepani barvici roztok slijeme do specidlniho

odpadu a kazdy gel v Petriho misce dikladné¢ promichame s malym mnozstvim
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odbarvovaciho roztoku. Ten nasledné slijeme do specidlniho odpadu a na jednotlivé gely
nalijeme 100 ml ¢istého odbarvovaciho roztoku a nechame gely 45 minut tfepat. Po ub&hnuti
daného casu pridame ke kazdému gelu s odbarvovacim roztokem 5 ml glycerolu a dobie
promichame. Odbarvujeme dalSich 15 minut na tfepacce. Nakonec slijeme roztok do
specialniho odpadu a gely opatrné presuneme mezi pripravené celofanové folie. Gely osuSime
pomoci papirovych utérek a nechame uschnout na cistych papirovych utérkdch a gely

popiSeme.

k) Skenovani gelii

Skenovani gelti provadime co nejdiive po jejich obarveni. Mizeme vSak skenovat i
tyden po obarveni. Nejdiive odstranime bilou desku ze skeneru a poté ho zapneme.
V piislusném programu pro skener si nastavime n¢kolik parametrt. Jako nejvhodnéjsi se jevi
nasledujici parametry. Zvolime si Home mode, protoze tato varianta nabizi vice moznosti pro
skenovani. Déle zvolime Positive film. Nasledn¢ v nabidce zaSkrtneme moznosti 400 dpi,
Color Restoration, Digital ICE a Backlight Correction. Poté klikneme na tlacitko Preview,
kdy provedeme ndhled gelu. Nastavime gel na spravnou orientaci a odstranime piebytecné
pozadi (ofiznutim). Pokud gel v ndhledu vypada v poradku, klikneme na tlacitko Scan.
Poté naskenovany gel exportujeme do nami zvolené sloZzky a ulozime. Mize se stat, Ze jsou
gely svétlejsi, a to nejcastéji, kdyZ je skenujeme déle po obarveni. V tomto ptipad¢ je potieba
na tuto skuteCnost reagovat Upravou piedesSlych parametri a rizné¢ je zkombinovat.
Nejcastéji jsme skenovali bez Backlight Correction a Color Restoration. Je také moznost
meénit kontrast a jas. VZdy se snazime, aby prouzky na gelu byly co nejzativejsi a nejostiejsi,

aby bylo mozZné gel vyhodnotit.
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8.7 Vyhodnocovani geli

Naskenované gely jsme vyhodnocovali pomoci programu Imagel. Hlavni panel tohoto

programu znazornuje obrazek 12.

d
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
= +
Oo|z|o|/|2 %\ A|o|md o= /]a|~] | | |»
“Cwal®, elliptical or brush selections (alt or long click to switch)

Obrazek 12 Zakladni vyhodnocovaci panel programu ImageJ

Nejdiive si pomoci nabidky File a modu Open otevieme nami zvoleny scan gelu.
V dalsim kroku je dulezité¢ prevést barevnou fotografii na negativ, coz provedeme pomoci
nabidky Image a médu Type na 8 bit. Dale si oznac¢ime sloupek, ktery chceme vyhodnocovat.
Nésledné si uvedenym postupem vyznac¢ime prvni linii, kterd obsahuje dany prouzek na gelu:
Analyze — Gels — Select first lane. Takto oznaceny obdélnicek vzdy presouvame na ostatni
s pozadovanymi prouzky a nastavime: Analyze — Gels — Select next lane. Zde je dulezitg,
aby byla zachovéana stejnd plocha obdélnicku pro vsSechny oznacené linie. V piipadé
nezachovani stejné plochy by dosSlo k ovlivnéni vyslednych vygenerovanych hodnot
programem. Pomoci moédu Analyze — Gels — Plot lanes ziskame kiivky, u kterych si
vyznalime pocate¢ni linie (zaCatek a konec piku). Poté klikneme na ikonku ve tvaru hilky
(8 ikona zleva na obrazku 12) a pomoci ni klikneme na dany pik, objevi se pfislusné plochy,
jejichz hodnoty odecteme. Nésledné pomoci standardu o zndmé koncentraci a ploch vzorki
dopocitame koncentrace metaloproteinaz u jednotlivych vzorkd. Nesmime vSak zapomenout
zohlednit ptipadné fedéni vzorkt a standardd. V nasem piipadé bylo pouzito stejné fedéni 18x
u vzorkdl i kontrolniho vzorku, tudiz nemusime vysledné hodnoty dale piepocitavat.
Nameétend data byla déle zpracovana pomoci tabulkového procesoru Microsoft Excel [108,

109].
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9. VYSLEDKY

K vyhodnoceni jsme pouzili metodu jednoho standardu. Standard byl kontrolni vzorek
o znamé koncentraci. K vyhodnocovéni jsme vybrali dva kontrolni vzorky s riznou hladinou
enzymu. Pacientim byl proveden odbér pfed zavedenim stentu (odbér A), 24 hodin po
zakroku (odbér B) a 48 hodin po zakroku (odbér C). U pacientt s ¢islem vyssim nez 40 byl
proveden i ctvrty odbér, a to vrozmezi 3, 6 a 12 mésicti po implantaci stentu (odbér D).
Odlisné rozmezi je zpusobeno tim, Ze pacienti byli z nemocnice propusténi 48 hodin po
zakroku a odbér D jim byl odebrat pii kontrole, na kterou se nemuseli dostavit.
Nejcastéji vSak byl provadén odbér po 3 mésicich. Pacientim s DM byl proveden jeden
odbér, kdy bylo odebirano sérum a plazma do zkumavky s EDTA. Na obrazku 13 je ptiklad

zymogramu. Dalsi ptiklady zymogramt jsou uvedeny v Piiloze F.

komplex MMP

neaktivnhi MMP-9

aktivhi MMP-9

neaktivhi MMP-2

kontrolni A B C
vzorek

Obrazek 13 Priklad zymogramu

Tabulky 4 a 5 uvadé€ji naméfené hodnoty aktivni a neaktivni formy MMP-9 a
neaktivni formu MMP-2. Vzorky jsou od pacientd, kteti podstoupili implantaci stenti pomoci
PCI. V tabulkach jsou zaznamenané také priméry koncentraci jednotlivych enzyma vcetné

smérodatnych odchylek.
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Tabulka 4 Hodnoty proMMP-9 a MMP-9 pacientit po PCI

Enzym proMMP-9 [ng/ml] MMP-9 [ng/ml]
Odbér A B C D A B C
Pacient 24 185,82 | 1773,50 @ 1428,98 - 12,18 45,53 14,98
Pacient 38 | 1235,44 @ 1558,45  1571,25 - 43,31 79,19 17,26

Pacient41 | 618,39 | 1731,06 | 1531,10 1127,14 - - -
Pacient45 | 665,19 | 1586,19 | 1473,63  1139,63 - - -
Pacient46 | 961,61 | 1372,25 1197,39 1108,97 - - -
Pacient48 | 763,44 | 495,46 | 409,56 - 26,31 23,27
Pacient49 | 282,11 533,57 | 753,92 - - 16,69 18,35
Prumér 673,14 | 129293  1195,12 | 112525 | 27,27 41,17 16,86
Smérodatna
365,37 | 547,46 | 44691 15,41 15,58 28,19 1,71
odchylka
Tabulka 5 Hodnoty proMMP-2 pacientii po PCI
Enzym proMMP-2 [ng/ml]
Odbér A B C D
Pacient 24 | 1547,69 @ 1811,97 | 1733,90 -
Pacient 38 | 1473,31 @ 1220,47 | 1398,93 -
Pacient 41 | 1032,28 ' 1621,43 | 2013,09 2080,20
Pacient 45 | 1749,93 | 144737 | 1322,75 | 1362,76
Pacient46 | 927,59 @ 1108,04 @ 918,84 | 1045,87
Pacient 48 | 1257,67 @ 1256,45 ' 1135,14 -
Pacient49 | 1133,32  1044,16 | 1127,73 -
Priamér 1303,11 | 1358,56 | 1378,63 @ 1496,28
Smérodatna
298,24 | 280,97 | 379,90 | 529,94
odchylka
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Tabulka 6 uvadi naméfené hodnoty neaktivni formy MMP-9 a MMP-2. M¢teni bylo
provedeno ze séra a plazmy s EDTA. Vzorky jsou od pacienti s DM. V tabulce jsou

zaznamenan¢ také priméry koncentraci jednotlivych enzymt véetné smeérodatnych odchylek.

Tabulka 6 Hodnoty proMMP-9 a proMMP-2 pacientii s DM

Odbér Sérum Plazma
proMMP-9 proMMP-2 | proMMP-9 proMMP-2
Enzym
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Pacient DM 1 331,62 1095,80 360,83 1121,27
Pacient DM 3 525,38 1330,08 663,63 1397,65
Pacient DM 4 337,37 1229,43 560,45 1495,43
Pacient DM 5 209,91 1393,38 219,81 1371,08
Pacient DM 6 268,54 1232,77 256,70 1237,85
Pacient DM 7 368,60 1042,53 485,95 1022,50
Pacient DM 8 591,12 1102,26 750,52 1014,12
Pacient DM 9 474,69 1405,20 366,79 1325,85
Pacient DM 10 303,92 1462,95 488,66 1452,03
Pacient DM 11 341,33 1293,81 251,50 1185,71
Pacient DM 12 349,19 1412,65 445,85 1440,50
Primér 386,52 1272,81 440,97 1278,54
Smérodatna
132,36 144,37 171,66 172,87
odchylka
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Na obrazku 14 jsou zobrazeny prumérné hodnoty koncentraci enzymi proMMP-9 a

proMMP-2 pacientti s DM. Mé&feni bylo provedeno ze séra a plazmy.

Hladiny MMP v séru a plazmé

1600
1400
1200
1000

200 M sérum

600 W plazma

Koncetrace [ng/ml]

400

200

proMMP-9 proMMP-2

Obriazek 14 Primémé hodnoty koncentrace proMMP-9 a proMMP-2 v séru a plazmé.

Dale jsme porovnavali naméfené¢ hodnoty proMMP-9 a proMMP-2 mezi sérem a
plazmou. Tabulka 7 udava vysledky Studentova t-testu na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
Rozdily v dynamice hladin nebyly statisticky vyznamné.

Tabulka 7 T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti hladin proMMP-9 a proMMP-2 mezi sérem a plazmou.

Sérum X Plazma
proMMP-9 0,1038

proMMP-2 0,8551
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Obrazky 15 a 16 uvadéji porovnani hladin enzymt proMMP-9, MMP-9 a proMMP-2
pro porovnani dlouhodobé stability vzorkii. Vzorky byly od 9 pacientd a byly zméfeny odbéry
A,BaC.

Porovnani hladin proMMP-9 a proMMP-2 pro
posouzeni dlouhodobé stability vzorki

1600

1400
__ 1200
E
& 1000
=
Q N
9 800 M pred 8 lety
T B nyni
@ 600
c
2

400

200

0

proMMP-9 proMMP-2

Obrazek 15 Porovnani hladin enzymii proMMP-9 a proMMP-2 pro posouzeni dlouhodobé stability vzorkii

Porovnani hladin MMP-9 pro posouzeni
dlouhodobé stability vzork

70
60
50
40
30

20

Koncentrace [ng/ml]

10

pred 8 lety nyni

Obrazek 16 Porovnani hladin enzymu MMP-9 pro posouzeni dlouhodobé stability vzorkii
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10. DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo navazat na predchozi diplomové prace a domérit
vzorky od pacientt, kteti podstoupili implantaci stentii technikou PCI. K vyhodnoceni jsme
vyuzili metodu zelatinové zymografie. Pacienti byli zahrnuti do dlouhotrvajici studie,
ktera probihala ve spolupraci s Interni klinikou — Kardiologické oddéleni se sidlem
v Pardubicich (Nemocnice Pardubického kraje, a.s.). Studie se v prvni fadé¢ vénovala
kratkodobym sledovanim dynamiky hladin MMP-2 a MMP-9 u pacientli po implantaci
koronarnich stent. Timto se zabyvala jedna z pfedchozich diplomovych praci z roku 2014
[109]. V druhé tadé se vénovala na dynamiku hladin MMP-2 a MMP-9 i v del§im ¢asovém
odstupu od zavedeni stentu. Dale se pak vénovala porovnani I€kovych a vstiebatelnych stenti
[108]. V této diplomové praci jsme piredevsim doméfili vzorky od pacientll a snazili jsme se

studii sjednotit a dokoncit.

Druhym cilem diplomové prace bylo stanovit hladiny MMP-2 a -9 u vybrané skupiny
pacientd s DM. Pravé v ptedeslé diplomové praci bylo naznaceno, ze vlivem DM mohou byt
hladiny MMP-2 a MMP-9 zvyseny [109]. Vzorky pacientil byli ziskané z Interniho oddéleni —
lizkova c¢ast a z Diabetologické ambulance se sidlem v Pardubicich (Nemocnice

Pardubického kraje, a.s.).

Jako dalsi cile jsme si dali zhodnotit dlouhodobou stabilitu vzorki, s ohledem na dobu
jejich uskladnéni. A dale porovnat hladiny proMMP-9 a proMMP-2 v séru a v plazmé
s EDTA.

STANDARD

V ptedchozich diplomovych pracich z roku 2014 a 2019 [108, 109] se poukazalo na to
ze, pro metodu Zelatinové zymografie je dilezit¢ pouzit vhodny standard proMMP-2
a proMMP-9. Standardy byly v minulosti dodany v rizné kvalit¢ od rGznych dodavateli.
Dtfive dodané standardy piiSly vriznych formach a obsahovaly rozdilné hladiny
aktivovanych forem a dimerl. Pro metodu Zelatinové zymografie je tedy stéZejni,
aby standard byl vhodny pro tuto metodu. V pfedchozi diplomové praci [108] byly pouzity
standardy od dodavatele Merck, které se osvédCily a ukazaly se jako vhodné. V této
diplomové praci jsme chtéli pouzit také standardy o firmy Merck, bohuZzel dodavatel mél
aktualni dlouhodoby nedostatek tohoto produktu. Objednali jsme tedy jiny standard, ktery byl
uréen pro metodu zelatinové zymografie. Tento standard jsme neznali a nevédéli, zda bude

vyhovujici. Pouzili jsme standardy proMMP-2 a MMP-9 od dodavatele Sigma-Aldrich.
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Standardy pfisly jako lyofilizovany prasek. Standardy jsme rozmrazili pti laboratorni teploté
apo doporuceni vyrobce prasek rozpustili pomoci PBS o pH 7,4 tak, aby koncentrace
odpovidala 50 pg/ml. Rozpustény standard jsme rozpipetovali do mikrozkumavek po 10 pl
a poté¢ zamrazili na teplotu -20 °C dle doporuceni vyrobce. Po vyzkouseni standardu jsme
vsak zjistili, ze jeho aktivita neni dostacujici tak, aby byly vysledky porovnatelné s literaturou
a predchozimi pracemi [108, 109]. Dle molekulové hmotnosti jsme ovéfili, ze se jednad o
proMMP-2 a aktivni MMP-9. Na zymogramu se neobjevily zadné necistoty. Ptiklad kalibrace

je uveden v pfiloze E.

Jelikoz aktivita standardu nebyla dostacujici, rozhodli jsme se vyzkouSet standardy
aktivovat. Postup byl stejny pro obé matrixové metaloproteindzy. Standard jsme vyndali
zmrazdku a nechali rozmrazit pfi laboratorni teplot¢. Nasledné jsme ho naredili
standardovym pufrem na vyslednou koncentraci 1000 ng/ml. Zaktivovali jsme vzdy polovinu
roztoku pomoci APMA. Druhou polovinu jsme neaktivovali a slouzila jako kontrola. [109].
Po vyhodnoceni geld jsme zjistili, ze standard proMMP-2 se opravdu zaktivoval, ale aktivita
enzymu pro vyhodnocovani i tak nebyla dostacujici. U standardu MMP-9 neprob¢hla zadna
zmeéna, tudiz se potvrdilo, ze standard MMP-9 byl opravdu jiz aktivovany. Z vysledki jsme
tedy usoudili, Ze standard pro vyhodnocovani naméfenych hodnot proMMP-2 a proMMP-9
neni pouzitelny a pfistoupili jsme k varianté kontrolniho vzorku. Kontrolni vzorek je sérum
od pacienta o zndmé koncentraci. K vyhodnocovani jsme vybrali dva kontrolni vzorky
s riznou hladinou enzymf, a to konkrétné 54 C a 59 D. Vzorky byly prométeny v roce 2019
[108] a byly vybrany tak, aby spliiovaly podminky pro stabilitu dle literatury. Tak jako
v pfedchozich pracich [108, 109] jsme pouzivali fedéni 18x, jak u kontrolnich vzorkd,

tak u vzorkl od pacientd.
HLADINY MMP PO PODSTOUPENI PCI

Do celkového vyhodnoceni byli zahrnuti pacienti z obou studii a rozdéleni do
4 skupin. Celkov¢ bylo zahrnuto 74 pacientd. Prvni skupinnou byli pacienti, ktefi podstoupili
PCI v disledku dokonceni revaskulizace po akutni ICHS. Druha skupina byli pacienti,
ktefi podstoupili PCI v ramci dokonceni revaskulizace po chronické ICHS. Tieti skupinou
byli pacienti, u kterych dosSlo ke zhorSeni chronické ICHS. Tito pacienti neméli Zadné
implantované stenty. Posledni skupinou byli pacienti s akutnim zhor§enim zdravotniho stavu.
Zakladni informace o téchto pacientech jsou uvedeny v pfiloze C. V tabulce je vék a BMI

pacienta vyjadfen jako primér se smérodatnou odchylkou. V ostatnich piipadech je pocet
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pacientli vyjadien jednak cislem, jednak procentuadlnim zastoupenim, které je uvedeno v
zavorce. Jednotlivé skupiny pacienti se mezi sebou vyznamné neli$i. Skupina DR po
chronické ICHS a akutni stav se vSak statisticky vyznamné liSily, po provedeni Studentova
Ttestu na hladin€é vyznamnosti o = 0,05, vbody mass indexu (0,00179),
v hyperlipoprotéinémii a dyslipoproteinémii (0,0056) a v 1&€bé statiny pred zakrokem
(0,0056). Dale se v ptiloze C nachazeji tabulky s hodnotami proMMP-9 a proMMP-2

pacientl po podstoupeni PCI dle rozdéleni skupin.

Pii porovnani dynamiky proMMP-9, MMP-9 a proMMP-2 mezi jednotlivymi casy
odbéru je statisticky vyznamné porovnani hladin proMMP-9 v odbéru A a B a také mezi
odbérem A a C. Statistickd vyznamnost je u vSech pozorovanych skupin. Tabulka T testu
vyznamnosti ¢i nevyznamnosti je uvedena v pifiloze D. Porovnani hladin MMP-9 a
proMMP-2 nejsou statisticky vyznamné v zadnych pozorovanych skupinach, a proto hodnoty
neuvadime. Z vysledkidl je patrné, Ze po zavedeni stentu dochdzi k vyznamnému zvyseni
hladin proMMP-9. Ve vétsSing pripadi dochazi i1 ke zvySeni proMMP-2 v porovnani
s poc¢ateCnimi hodnotami. Zde neni zvySeni hladin enzymi tak vyrazné. Vysledky jsou
v souladu s dostupnou literaturou a také s diplomovymi pracemi z roku 2014 [109] a 2019
[108]. Shen a kol. ve své studii z roku 2021 zminuji, Ze vrchol exprese proMMP-9 je jeden
den po zavedeni stentu. Vrchol exprese pro proMMP-2 je az po 7 dnech od zavedeni stentu

[95].

Pti rozdéleni pacienti na jednotlivé skupiny a porovnani hladin proMMP-9
a proMMP-2 v jednotlivych odbérech napfi¢ skupinami, ndm vySly tyto statisticky vyznamné
rozdily. V odbéru A u proMMP-9 v porovnani skupiny pacienti DR po akutni ICHS
s akutnim stavem a také v porovnani skupiny DR po chronické ICHS s akutnim stavem.
Pro proMMP-2 byly statisticky vyznamné rozdily také v odbéru A a to u skupiny pacientd DR
po chronické ICHS a chronické ICHS a u skupiny DR po chronické ICHS a akutnim stavem.
Statistické vyznamnosti se také blizil odbér B u skupin DR po akutni ICHS a DR po
chronické ICHS. Tabulky s T testy vyznamnosti ¢i nevyznamnosti jsou uvedeny v ptiloze D.
Skupina DR po chronické ICHS je velmi maléd a tak nelze témto rozdilim ptikladat velky
vyznam, nicméné je ziejmé, Ze pfedchozi zavedeni stentu signifikantné zvySuje hladiny obou

enzymu u pacientd, ktefi pfichazeji na dokonceni revaskulizace.
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DIABETES MELLTIUS

Jiz v ptedchozi diplomové praci bylo poukézéano na to, Ze hladiny proMMP-2 a -9 jsou
u pacientti s DM vyss$i [109]. Proto jsme se na tuto skupinu v této diplomové praci zaméfili.
Zajimalo nas, jaké hladiny enzymt proMMP-9 a proMMP2 maji diabetici bez
kardiovaskularniho onemocnéni. K dispozici jsme méli sérum i plazmu pacienti s DM.
K hodnoceni zavislosti hladin MMP s DM jsme pouzili sérum. Dostupna literatura se shoduje,
ze hladiny MMP jsou u pacientli s DM zvySeny, neshoduje se vSak na konkrétnim enzymu
[102, 105-107]. Porovnat hladiny enzyml pacientd s DM s fyziologickymi hodnotami
enzymi MMP-2 a -9 také neni jednoznacné, protoze fyziologickd hodnota enzymi neni jasné
dana. V dostupné literatute se hladina proMMP -9 zdravych jedinct pohybuje pfiblizné okolo
50 ng/ml [92, 102, 105]. V¢tsi problém je pak u hladiny pro proMMP-2, kdy se dostupna
literatura neshoduje. V studii zroku 2017 zminuji ze hodnota proMMP-2 pro zdravé
jedince je 163,58 ng/ml [92]. V druhé studii z roku 2007 urcili hodnotu proMMP-2 na 628,1 +
267,4 ng/ml [105]. V obou studiich méfili koncentraci MMP pomoci ELISA metody.
Pokud mame porovnat nase vysledky od pacientii s DM s literarnimi hodnotami zdravych
jedincti, musime konstatovat, ze hladiny MMP jsou ve skupiné¢ s DM mnohem vys$i nez u
zdravych jedinct. Hodnoty proMMP-9 jsou u diabetikli zvySeny 7,5x s porovnanim se
zdravymi jedinci. V pfipadé proMMP-2 jsou hladiny dvojnasobn& zvySeny i v porovnani se
studii, kterd uvadi vyssi hladiny enzymu u zdravych jedinct [105]. V nasem ptipad¢€ jsou u
pacientt s DM zvySeny koncentrace enzymt proMMP-9 i proMMP-2. Vysledky lze
interpretovat 1 tak, Ze tato skupina pacientl by tedy do budoucna mohla mit kardiovaskularni
potize. Nase vysledky jsou i v souladu se studii z roku 2020, kdy byly prokdzany zvysSené
koncentrace 1 aktivita MMP-9 a MMP-2 u pacientli s DM. VySetfovanym materidlem byla
vSak moc¢ [107]. Nicméné se shodujeme 1 sdalSimi publikacemi, kde vySetfovanym
materidlem byla plazma. I v téchto studiich pozorovali zvySené hladiny obou enzymu

u diabetickych pacientti [105, 106].
POROVNANI SERUM/PLAZMA

V diplomové praci jsme se rozhodli zabyvat i otdzkou, jaky je rozdil v hladindch
enzymul s ohledem na odebiraném materidlu od pacientd. Jednim z divodu byla i literarni
nerovnost vysledki [78, 83, 84]. K dispozici jsme méli sérum i plazmu od pacienti s DM.
Plazma byla odebirana do zkumavek s EDTA. Dostupnd literatura uvadi, ze je rozdil

v hladinach MMP s pouzitim riznych antikoagulancii. Rozdil v hodnotach koncentrace MMP
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mezi sérem a plazmou literatura také zminuje. Odlisnosti v sérovych hladinach jsou
pfedevS§im diky pouziti urychlovact koagulace [78, 83]. V naSem piipadé urychlovace
koagulace nebyly pouzity. Kuvaja a kol. ve své studii zminuji, Ze nativni sérové koncentrace
proMMP-9 se podobaji koncentracim naméfenym v plazmé s EDTA [83]. Toto tvrzeni
potvrzuje i naSe mefeni. Rozdil v hladindich proMMP-9 a proMMP-2 nebyly statisticky

vyznamné.
STABILITA

Vzorky jsou obvykle skladovany zmrazené po odlisné¢ dlouhou dobu. To by mohlo
pfedstavovat riziko zmény v koncentracich MMP. Tedy vzorky, které jsou zamraZeny po
rizné¢ dlouhou dobu, nemusi byt srovnatelné [79]. S ohledem na dobu trvani studie
a odebirani vzorkd nam pfislo vhodné se zabyvat tedy i dlouhodobou stabilitou vzorku.
Pokud chceme porovnavat vysledky z diplomovych praci z roku 2014 [109] a 2019 [108],
musime se soustfedit i na stabilitu. Déle je dillezité zohlednit, jaky vliv ma dlouhodobé
uskladnéni na aktivitu enzymu. Porovnévali jsme hladinu proMMP-2, proMMP-9 a MMP-9
nametfenych vzorkl pred 8 lety s hladinami naméfenych nyni. Dle nasich vysledka vychazi,
ze zména v koncentracich proMMP-2 je minimalni. V hladinach proMMP-9 je zména
vyrazngj$i a zda se, Ze jsou nachylnéjsi na skladovani. Nicméné na rozdil od prvnich méfeni,
v naSem méteni jsou vyssi hladiny aktivnich MMP-9. Zda se tedy, ze se ¢ast neaktivni MMP-
9 zaktivovala 1 béhem skladovani pii1 -80 °C. Rouy a kol. ve své praci uvadéji, Ze zaznamenali
rychly pokles u proMMP-9 po dobu pouhych 3 mésicti. Koncentrace proMMP-2 zlstala
stejnd, a to nezavisle na dobé skladovani. Tyto vzorky byly vSak skladovany v plazmé [79].
Novéjsi studie z roku 2018 (Jonsson a kol.) uvadi, Ze hladiny proMMP-9 jsou stabilni i po
dobu 9 let. Opét ale zde byla skladovana plazma pti -80 °C [80]. Studie zroku 2008
skladovala vzorky séra po dobu 16 let pii -50 °C. Zde uvadéji, Ze doslo k poklesu o 28,5 %
u hladin proMMP-9 [82]. Nase vzorky byly uchovavany po dobu 8 let pii — 80 °C. U naSich
vzorkl klesla koncentrace u proMMP-9 o 15,5 %. Jak bylo zminéno vyse, hladina aktivni
aktivovala. DalSim vysvétlenim miize byt, Zze ne vZdy se aktivni formy na gelu zachyti.
U proMMP-2 se shodujeme se studii [79], kdy koncentrace se vlivem skladovani nemeéni.
V nasem piipadé klesla hladina proMMP-2 o 1,6 %. Zda se, Ze proMMP-2 je vice stabilni,
nez proMMP-9.
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ZAVER

V této praci jsme se snazili dokoncit a sjednotit dvé studie, které probihaly
v ptedchozich letech. V souladu s dostupnou literaturou a s vysledky pifedchozich
diplomovych praci je dle celkovych vysledkt ziejmé, ze hladiny proMMP-9 se signifikantné
zvysuji jiz prvni den po zavedeni stentu. Hodnoty proMMP-9 jsou statisticky vyznamné,
jestlize porovnavame hladinu enzymu v odbéru pied zdkrokem s hladinou odbéru 24 hodin
a48 hodin po zékroku. Hladiny proMMP-2 nebyly statisticky vyznamné, zdd se vSak,
ze jejich hladina stoupa pomaleji. Dle dostupné literatury je vrchol exprese proMMP-2 sedmy

den po zavedeni stentu.

V souladu s dostupnou literaturou a s piedchozimi pracemi je znaSich vysledka
patrné, Ze hladiny enzymt proMMP-9 a proMMP-2 jsou u pacientl s diabetem mellitus bez
kardiovaskularniho onemocnéni zvySené. To mlze pro tento typ pacientll predstavovat do
budoucna zvysené riziko vzniku kardiovaskularniho onemocnéni. Zkoumany soubor pacienti

byl vSak maly.

S ohledem na dlouhodobé uskladnéni vzorkid je dileZitd jejich stabilita. Z naSich
vysledkd vyplyva, ze pro dlouhodobé uskladnéni je stabiln€jsi proMMP-2. Hladiny
proMMP-9 klesly za 8 let o 15, 5 %. Zda se vSak, Ze urcita ¢ast enzymu se i pii -80 °C
aktivuje. Hladiny proMMP-2 klesly pouze o 1,6 %.

Dostupna literatura se neshodovala, zda je rozdil v hladinach enzymG proMMP-9 a
proMMP-2 v ptipadé odlisného biologického materidlu. Dle naseho zji§téni neni statisticky

vyznamny rozdil v hladinach koncentraci pro sérum a plazmu s EDTA.
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Priloha A/ 1. ¢ast — Souhlas etické komise

Ethics Commities ()

Fegiomal Hospital Pasdubice

Chai rname: MUIDw. Joself Hajek, CSc.
RKyjevikd 44

532 03 Pardubice

Crech Republic

Members:

MUDr. Perr Vojuizek, OS¢, head of the Cardiology Depi. submitied in cooperation
with Univessity of Pardubice the application for BEC approval of the study focused on
inflammation. oxidative stress and other biochemical paramefers in patients with 1schemic
heart disease, Involvement of the patient imo this studsy will not inflesnge the patient therapy,
The patients will be subrmitted only 10 % blood sample collections (4 19 ml) within 2 days and
fillimg the guestionnaire. Patients will be informed abowi the purpose of this sudy by
attersding phvsician. Only in the case of their agreement to participate in this study, blood

sampling will ke done.

EC approve protocal of the study JThe dymamic of imflammatery markers after PCI in

patients with ischemic hean disease™,

Efic'ta komisa -

P P {FIL-
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Priloha A/ II. éast — Souhlas etické komise

g !

Zapis ze schiize Etické komise p¥i Pardubické krajské nemocnici, a. s.

ze dne 11. 5. 2012 (15.00 h)

Pfitomni: MUDr. Josef Hajek, CSc., MUDr. Marek Sychra, doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc.,
MUDr. Jan Mejzlik, Ph.D., MUDr. David Stuchlik, Mgr. Jaroslav Prochézka,
JUDr. Josef Rokos,

Omluveni: Mgr. Jana Skvrﬁékové., Ph.D., MUDr. Petr Formének, MUDr. Zuzana Kala Grofova,
Anna Némcova

Schiizi zah4jil a #dil MUDr. Josef Héjek, CSc.

Sekretatka EK seznamila &leny s korespondenci se SUKL a multicentrickymi etickymi komisemi za obdobi
16.4.2012 - 11. 5. 2012.

398/11.5.2012

. MUDr. Petr VojtiSek, CSc., primaf kardiologického odd. Interni kliniky PKN, a.s., pozadal o schvéleni
studie zam&fené na sledovani zangtlivé reakce, novych markerd oxidaéniho stresu a dal$ich biochemickych
parametri u pacientii s ischemickou chorobou srdeéni. Tato studie nema komeréni charakter a uskuteéni se v
ramci spoluprace Pardubické krajské nemocnice, a.s. s Univerzitou Pardubice na Kardiologickém oddgleni.
Zaz pacienta vyplyvajici ze zatazeni do studie spodiva ve tfech odb&rech 19 ml krve a ve vyplnéni
dotazniku, zafazeni do studie nemé vliv na 1&¢bu pacienta. Konkrétni vybér pacientii bude v kompetenci
1ékatt Kardiologického odd&leni.

Na studii se budou podilet:

Kardiologické odd.. prim. MUDr. P. Vojtisek CSc., MUDr. J. Matgjka, Ph.D.

Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky: prim. PharmDr. J. Skalicky, Ph.D., Megr. J. Kovatik,

Univerzita Pardubice: MUDr. V MuZékov4, Ph.D. Mgr. P. Zakové, Ph.D., Doc. Mgr. R. Kand’4r, Ph.D.
Clenové EX studii po prostudovéni pfedlozenych dokumentt — v souladu s ICH GCP — schvalili.

V Pardubicich 11. kvétna 2012
Zapsala: Ivana Faiklova

Pfedbézny termin pfiti schiize etické komise: 6. 6. 2012

Eticl (2 (e
pfi Pardubické krajské
Kyjevska 44
532 i
_‘J -
G It e i s e T e e e e

MUDr. Josef Hajek, CSc,
predseda Etické komise pii Pardubické krajské nemocnici, a/5.

82



Priloha A/ III. éast — Souhlas etické komise

Stanovisko Etické komise pii Pardobické krajské nemocnici, a. s,

e dne 13, 12, 2013 (1500 h)

Priomni:  MUDe. Josef Hajek, CSc.. MUDe. David Swuchlik, MUDe. Jan Mejzlik, PhD.,
Myr. Jaroshav Prochizkn, UDr, Josef Rokos, Mgr, Jana Skvrfidkova, FhD.,
MLUDr. Marek Sychro. MUDr. Petr Formanek. doc. MUDy. Edvard Ehler. CSe..
Chmluvent: MUDe. Zuzana Kala Grofovi, Anna Némeowi,

Schizi zahajil a Hdil MUDr. Josef Hijek, C8c. )
Sekretarkn ERK semnamila Eleny s korespondeneci se SUKL a multicentrickymi etickymi komisemi za obdobi
25112003 - 13.12.20135.

AH1A1LNA

# MUDr. Vopéch Movotny, [ékal kardiologického odd. PEM. as.. pokidal Eleny ERK o souhlas

& provadénim sudie s nazvem Eanétliva odpovéd po implantact absorbovatelnych korenarnich stenta®.
Studie je zaméfend no sledovani zandtlive reakee, novich morkenl oxidaénibo stresu o dalfich biochemickych
parameirl u pacientl s ischemickou chorobou sededni a vskuiednl se v ramci spoluprdce Pardubické krajské
nemocnice, &.5., Kardiologického centra Agel, a5 a Univerzity Pardubice na Kardiologickém oddeleni

s widomim a pod dohledem prim. MUDr. Petra Voijtitka, CSc. a MUDy. [va Varvafovskeého, Ph.D.

Studie nemd kormertnl charakier a roedifuje ji2 probibajict studii. schvdlenou Etickou koanisl pi PRN, as. dne
1132002, Ziskand data vyvudiape MUDr Voptdch Movotny k sepsédni disecriaéni price v ramen doktorského
sudijniho programu (PhoDD) na Lékafske fakuli Univerzity Karlovy v Hraded Krdlovid, Skolitelem je doc.
MUD. Josef 5fasek. FhD

Pea sudii se budou podilet:

Kardiologicke odd@leni; prim, MUDr. P, Vojugek, CSe., MUDr, ¥, Novoiny

Kardiologické centrum Apgel. p.s.: MUDr. [ Varvafovsky, Ph.Dx, MUDr J. Matéjko, Ph.Ce, MUDr. V.
Bozsival, CSe,, MUDr, ¥, Movotay.

Oddéleni kKlinické biochemie a diagnostiky: prim. PharmDr J. Skalicky, Ph.De, Mer 1. Bovaiik

Univerzita Pardubice: MUDyr, V. Muzdkova, Ph.D., Mgr. P. Zikovd, Ph.D.. Doc. Mgr. R. Kand'ir, Ph.D.

Byly pFedlodeny dokumenty: protokol studie, informovany souhlas, pacientsky detwenik, informeovany souhlas
& provedenim koronarografie [PCL informace vitobeld o stentech.

Clenové EK studii po prostudovani predlofenyeh dokumentd — v souladu s ICH GOP — schvilili,

Y Pardubicich 13, 12, 2013
Zapsala: [vana Faiklova

Predbédny termin pfifti schize etické komise: 24, 1. 2014

J \ .fl
MUDK. Josef Hijgk. CSe.
predseda Ecké komise pin Pardubicks krajskeé nemocnicl, i s
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Priloha B/ 1. ¢ast — Informovany souhlas pro pacienty

INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE

Vazena pani, vazeny pane,

v souCasn¢ dob¢ probiha na naSem pracoviSti ve spolupraci s Univerzitou Pardubice
vyzkumna prace (studie) s nazvem ,,Zanétliva reakce po implantaci koronéarnich stent*.

Tato vyzkumna préace je zaméiena na sledovani ukazatelli zanétu a oxidacniho stresu v krvi
pacientll po perkutanni koronarni intervenci (PCI) a vyhodnoceni jejich vyznamu v zavislosti
na

typu pouzitého stentu.

V soucasné dob¢ je standardni 1é¢bou ischemické choroby srde¢ni tzv. perkutanni koronarni
intervence (PCI), ktera spociva v roztazeni zUzeného mista véncité tepny specialnim
balénkem a jeho nasledné vyztuzeni stentem. Stentl je nékolik typi, nejCastéji jsou pouzivany
stenty kovové, jejichz struktura je potazena 1écivou latkou, ktera se postupné uvoliuje 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 polymlécnou), kterd se v organismu postupné
rozklada, az ptiblizn€ po dvou letech z organismu zcela zmizi. Vyhodou tohoto typu stentu je
moznost navraceni véncité tepny do stavu blizkého stavu plivodnimu, tedy se zachovanou
schopnosti reagovat na pfirozené podnéty k rozsifeni ¢i zUZeni tepny. Nevyhodou je pak
nemoznost zavést tyto stenty do vSech typl zuZeni, tj. nelze je vyuZit ve vSech situacich. Tyto
stenty nazyvame ,,absorbovatelné stenty” a jsou rovnéZz potazené vySe uvedenym léCivem
zabraiiujicimu opétovnému ziZeni tepny.

V ptredkladané praci budeme srovnavat laboratorni parametry zanétlivé odpovédi na zavedeni
téchto dvou typi stentti. Predchozi prace prokdzaly, ze ¢im vysS$i je zanétliva reakce po
vykonu na véncité tepné, tim vyssi je riziko pozdé¢jSich komplikaci ve smyslu opétovného
zuzovani véncité tepny ¢i srde¢niho infarktu.

K tcasti v této vyzkumné praci jste byl/a osloven/a vzhledem k tomu, Ze V&S zdravotni stav
vyzaduje oSetfeni zuZeni véncité tepny stentem a zaroveil jde o ziZeni tepny, které je vhodné
k zavedeni obou typt stentti.

V ptipadé€, Ze se rozhodnete pro ucast v této vyzkumné préci, bude na zdkladé¢ ndhodného
vybéru (tzv. randomizace) zvolen k oSetfeni zuZeni véncité tepny jeden z vySe uvedenych
typt stentl. Rizika spojena s Gcasti ve studii se nelisi od béznych rizik v souvislosti s PCI a
zavedenim stentu. Tato rizika jsou podrobné popsana v Informovaném souhlase s provedenim
koronarografie/PCI, ktery jste pied vykonem podepsal/a.

Zatéz vyplyvajici ze zatazeni 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 ucast na této studii je zcela dobrovolna.
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Piiloha B/ II. ¢ast — Informovany souhlas pro pacienty

Jméno:
Poradové ¢islo:

PISEMNE PROHLASENI O SOUHLASU S UCASTI VE STUDII

Byl(a) jsem seznamen(a) s povahou studie a souhlasim se zatfazenim do tohoto vyzkumného
projektu.

Dale souhlasim s tim, ze idaje o mé osobé&, které byly ziskany béhem studie, budou
pfedavany tretim osobam pouze v anonymni formé, tzn. bez uvedeni mého jména a
identifika¢nich udaji.

V Pardubicich dne ................ Podpis (Gcastnika studie):

Se ziskanymi osobnimi Uidaji bude nakladano jako s ochranovanymi skute¢nostmi a tyto
udaje budou vyuzity pouze pro potieby studie a nebudou sdélovany tfetim osobam.

V Pardubicich dne ................ Jméno a podpis (fesitele- studie):
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Priloha C/ I. ¢ast — Zékladni rozd€leni pacientt a jejich hodnoty proMMP-9, MMP-9 a

proMMP-2

Zékladni informace o pacientech (skupiny).

DR po akutni | DR po chronické Chronicka Akutni stav
ICHS ICHS ICHS
n=31 n=38 n=19 n=16
Zeny 7 (22,6 %) 3 (37,5 %) 4 (21,1 %) 6 (37,5 %)
Muzi 24 (77,4 %) 5 (62,5 %) 15 (78,9 %) 10 (62,5 %)
Vik 652+ 10,4 66.8 £ 5,8 65,5+9,3 66,4 + 12,4
BMI 29,7+5 32,8+52 28,4+3.,6 253+42
Koufeni 7 (22,6 %) 1 (12,5 %) 1(5,3 %) 2 (12,5 %)
Exkuraci 10 (32,3 %) 4 (50 %) 12 (63,2 %) 531,3 %)
Diabetes mellitus 7 (22,6 %) 1 (12,5 %) 9 (47,4 %) 3 (18,8 %)
Lécba hypertenze | 26 (83,9 %) 7 (87,5 %) 15 (78,9 %) 12 (75 %)
Statiny pred PCI 28 (90,3 %) 8 (100 %) 13 (68,4 %) 7 (43,8 %)
AIM v minulosti 7 (22,6 %) 1 (12,5 %) 6 (31,6 %) 3 (18,8 %)
CMP v minulosti 3(9,7 %) 1 (12,5 %) 1(5,3 %) 0 (0 %)
V{ncillfl]l)ltl)(sti 4 (12,9 %) 0 (0 %) 4 (21,1 %) 1(6,3 %)
HLP, DLP 26 (83,9 %) 8 (100 %) 18 (94,7 %) 7 (43,8 %)

DR — dokonceni revaskulizace, BMI — body mass index, AIM — akutni infarkt myokardu, CMP — cévni mozkovad
HLP — hyperlipoproteinémie DLP —

prihoda, ICHDK
dyslipoproteinémie

— ischemicka choroba dolnich koncetin,
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Priloha C/ II. ¢ast — Zakladni rozd€leni pacientl a jejich hodnoty proMMP-9, MMP-9 a
proMMP-2

Hodnoty proMMP-9 a proMMP-2 skupiny pacientti — dokonceni revaskulizace po akutni
ICHS

Skupina DR po akutni ICHS
Enzym proMMP-9 [ng/ml] proMMP-2 [ng/ml]
Odbér A B C A B =

Pacient 12 543,71 1492,98 | 1251,43 | 1209,27 = 736,51 1320,28
Pacient 17 854,47 1412,26 | 1350,12 | 1055,05 @ 1090,37 | 1148,82
Pacient 26 600,22 623,03 906,76 | 1307,44 | 910,56 | 1115,70
Pacient 27 681,17 697,19 587,61 1163,92 | 1109,43 | 1203,72
Pacient 28 1127,67 1549,26 | 1217,55 | 1162,29 | 1237,98 @ 1198,21
Pacient 29 1367,85 1266,38 | 1447,67 | 3117,07 @ 342895 | 3402,04
Pacient 30 418,84 1303,77 | 1391,97 | 876,76 921,47 851,20
Pacient 33 1675,25 2128,21 = 2020,64 | 2462,69 @ 836,98 953,56
Pacient 34 1330,10 1090,79 | 1295,56 | 2326,04 @ 177298 | 1851,77
Pacient 35 1152,72 1321,90 | 1110,79 | 1022,49 | 1135,41 @ 1090,33
Pacient 36 1479,34 1762,52 | 1496,11 | 734,72 815,21 808,94
Pacient 37 1797,53 1820,87 | 1876,17 | 649,01 849,19 995,92
Pacient 38 1235,44 1558,45 | 1571,25 | 1473,31 | 1220,47 & 1398,93
Pacient 39 1150,83 1189,56 | 1410,43 | 923,63 794,60 853,74
Pacient 41 618,39 1731,06 | 1531,10 | 1032,28 @ 1621,43 | 2013,09
Pacient 43 454,49 1369,09 | 1060,64 | 1724,8 | 1773,32 @ 1606,61
Pacient 46 961,61 1372,25 | 1197,39 | 927,59 | 1108,04 @ 918,84
Pacient 48 763,44 495,46 409,56 | 1257,67 @ 1256,45 | 1135,14
Pacient 49 282,11 533,57 753,92 | 1133,32 | 1044,16 | 1127,73
Pacient 51 692,01 1195,27 | 1074,53 | 1911,51 | 2002,54 & 2102,23
Pacient 52 435,79 854,43 1050,36 | 836,35 862,55 1073,29
Pacient 56 143,06 548,01 586,75 1608,16 | 1325,54 @ 1411,88
Pacient 59 735,09 1407,27 | 1322,87 | 2171,34 | 2464,21 = 2402,5
Pacient 60 1311,63 1676,55 | 1791,76 | 870,19 887,61 931,54
Pacient 61 573,03 1061,8 979,32 | 1100,54 = 1289,4 | 1425,66
Pacient 63 1047,39 1263,45 | 1792,65 | 1242,92 898,1 1147,53
Pacient 65 250,83 487,16 221,95 951,01 1438,01 = 1415,65
Pacient 66 1085,23 1435,89 | 1615,54 | 1322,96 @ 1492,71 @ 1563,16
Pacient 69 241,44 805,04 903,57 | 1270,24 | 1213,53 | 1305,09
Pacient 71 1318,86 1407,79 | 1461,79 | 1644,12 | 1782,86 & 1746,28
Pacient 72 946,57 1579,53 | 1548,18 | 1176,64 | 1422,73 | 1401,88

Primér 879,87 1240,03 | 1233,42 | 1344,04 @ 1314,30 | 1384,56

Smérodatna

440,79 430,05 428,43 555,91 562,84 537,92
odchylka
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Priloha C/ II1. ¢ast — Zakladni rozdé€leni pacienti a jejich hodnoty proMMP-9, MMP-9 a
proMMP-2

Hodnoty proMMP-9 a proMMP-2 u skupiny pacientl — dokonceni revaskularizace po
chronické ICHS

Skupina DR po chronické ICHS
Enzym proMMP-9 [ng/ml] proMMP-2 [ng/ml]
Odbér A B C A B C

Pacient 9 504,63 1063,95 | 1149,83 | 1089,41 | 1238,48 | 1151,04
Pacient 40 1059,26 | 1001,80 | 1271,98 | 1958,46 | 1656,62 @ 1426,41
Pacient 44 821,47 | 1258,54 | 1275,2 | 2602,78 | 3195,99 @ 2915,92
Pacient 45 665,19 | 1586,19 @ 1473,63 | 1749,93 @ 144737 | 132275
Pacient 58 1008 1463,62 = 1175,15 | 2436,9 | 2548,71 = 23543
Pacient 67 891,04 - - 1421,73 - -
Pacient 75 1747,01 | 1617,51 | 1789,97 | 1325,85 | 1346,82 | 1294,41
Pacient 77 936,71 1693,67 | 1891,62 | 1264,85 | 1297,37 | 1246,99

Pramér 954,16 | 1383,61 = 1432,48 | 1731,24 @ 1818,77 @ 1673,12

Smeérodatna
368,39 277,45 299,14 560,50 755,54 681,87
odchylka
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Piiloha C/ IV. ¢ast — Zéakladni rozdéleni pacientt a jejich hodnoty proMMP-9, MMP-9 a
proMMP-2

Hodnoty proMMP-9 a proMMP-2 u skupiny pacientt s chronickou ICHS

Skupina Chronicka ICHS
Enzym proMMP-9 [ng/ml] proMMP-2 [ng/ml]
Odbér A B C A B C

Pacient 1 485,49 | 1695,08 @ 1740,58 | 1018,56 @ 1186,95 | 1167,07
Pacient 2 1605,29 | 2041,78 | 1749,64 | 1038,74 | 1034,22 = 123541
Pacient 3 996,91 1594,74 | 1733,85 | 900,70 982,48 | 1009,24
Pacient 4 317,00 951,19 658,54 | 1070,57 @ 1057,38 | 1246,40
Pacient 5 637,23 1285,87 | 1246,00 | 1102,15 = 1182,61 | 1297,62
Pacient 6 998,46 | 1301,37 = 1258,79 | 1024,56 = 1000,96 | 984,63
Pacient 7 376,33 1134,68 = 908,98 971,02 961,74 972,93
Pacient 8 152,59 921,88 | 1003,42 | 897,80 | 1010,90 | 1066,52
Pacient 10 737,76 971,38 | 1005,78 | 1381,47 | 1368,83 | 1400,27
Pacient 32 1434,18 | 1892,51 @ 1774,32 | 800,46 617,11 556,87
Pacient 50 765,19 | 1024,77 = 1326,21 | 1501,28 ' 1529,91 | 1446,50
Pacient 53 787,84 | 1197,61 @ 1018,26 | 1669,54 = 1732,33 | 1383,35
Pacient 54 1032,59 | 899,04 906,30 | 1537,20 | 1151,65 | 1204,71
Pacient 55 209,88 948,23 862,92 | 1153,92 | 1003,49 @ 1106,31
Pacient 62 571,32 | 1445,72  1292,79 | 1173,31 | 1227,48 ' 1127,77
Pacient 68 478,4 1495,16 = 1017,81 | 1287,42 @ 1532,77 | 1409,16
Pacient 70 135,04 917,8 1181,26 | 2082,97 @ 2116,29 | 1370,03
Pacient 73 1426,12 | 132598 = 747,03 | 2082,97 @ 2116,29 | 1370,03
Pacient 74 562,95 1279,6 | 1154,37 | 1553,59 | 1400,94 | 1456,46

Pramér 721,61 1280,23 | 1188,78 | 1276,22 ' 1274,44 | 1200,59

Smérodatna
436,08 342,72 346,79 376,47 391,21 223,06
odchylka

89



Priloha C/ V. ¢ast — Zakladni rozdéleni pacienti a jejich hodnoty proMMP-9, MMP-9 a
proMMP-2

Hodnoty proMMP-9 a proMMP-2 u pacientti s akutnim stavem

Skupina AkKkutni stav
Enzym proMMP-9 [ng/ml] proMMP-2 [ng/ml]
Odbér A B C A B C

Pacient 11 1446,60 1925,70 1883,54 984,90 1003,12 | 1041,03
Pacient 13 447,08 1599,41 1216,26 951,90 1006,03 932,17
Pacient 14 209,86 680,76 568,09 950,79 953,95 1027,11
Pacient 15 507,35 1110,27 1189,82 970,93 973,23 1040,58
Pacient 16 669,91 1207,15 1170,25 2081,77 1995,67 | 1916,94
Pacient 18 214,29 979,36 222,48 757,22 788,55 847,23
Pacient 19 435,73 1238,98 1204,95 952,94 1060,39 948,19
Pacient 20 513,01 1312,73 1326,77 1338,30 1279,66 = 1312,59
Pacient 21 209,00 2381,63 1769,60 1393,20 1295,85 1216,02
Pacient 22 323,86 1429,91 1042,65 969,40 1090,77 | 1382,81
Pacient 23 494,88 1080,10 984,52 948,38 1068,74 | 1262,98
Pacient 24 185,82 1773,50 1428,98 1547,69 1811,97 | 1733,90
Pacient 25 1206,33 700,83 773,19 1520,83 1457,38  1414,53
Pacient 31 835,52 1646,57 1417,58 799,98 1010,24 716,66
Pacient 64 384,47 948,25 819,89 1216,25 1457,84 | 1575,28
Pacient 76 366,94 1879,33 1622,52 1867,73 1924,35 1323,88

Primér 528,17 1368,40 1165,07 1203,26 1261,11 1230,74

Smérodatna
359,83 471,79 433,62 388,13 370,86 327,64
odchylka
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Piiloha D — T-testy vyznamnosti ¢i nevyznamnosti pro vyhodnoceni vysledka

T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti (o = 0,05) hladin proMMP-9 v rtiznych €asech odbéru.

Odbéry AxB AxC BxC
DR po akutni ICHS 0,001859 0,002183 0,951872
DR po chronické ICHS 0,025710 0,017094 0,756754
Chronicka ICHS 0,000095 0,000814 0,418985
Akutni stav 0,000004 0,000090 0,214102

T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti (o = 0,05) hladin proMMP-9 u jednotlivych skupin

pacientql.
DR por DR por DR I.)O , DR por DR Po | chronicka
akutni akutni chronické akutni chronické ICHS
ICHS ICHS ICHS ICHS ICHS
X X X X X X
v <1 , , Akutni
DR po Chronicka | Chronicka | Akutni Akutni stav
chronické ICHS ICHS stav stav
odbér A 0,66417 0,22200 0,19902 0,00856 0,01269 0,16675
odbér B 0,40659 0,73132 0,48231 0,35302 0,9378 0,52706
odbér C 0,25328 0,70325 0,11346 0,60826 0,15482 0,85840

T-test vyznamnosti ¢i nevyznamnosti (o = 0,05) hladin proMMP-2 u jednotlivych skupin

pacienti.
DR por DR por DR Po , DR por DR Po | Chronicka
akutni akutni chronické akutni chronické ICHS
ICHS ICHS ICHS ICHS ICHS
X X X X X X
R 1 , , Akutni
DR po Chronicka | Chronicka Akutni Akutni sta
chronické ICHS ICHS stay stav v
odbér A 0,08778 0,64118 0,02038 0,37110 0,01283 0,57713
odbér B 0,05180 0,78777 0,11053 0,73483 0,10389 0,91873
odbér C 0,22979 0,09961 0,11858 0,23115 0,14445 0,74914
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Piiloha E- Zymogramy kalibrace standardu v porovnéani se vzorkem

A B Cc 1000 1500 2000 3000 4000 6000

vzorek 29
standard MMP-2 (ng/ml)

A B C 500 800 1000 3000
vzorek 29

standard MMP-9 (ng/ml)
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Priloha F/ 1. ¢ast — Ptiklady zymogramu

Na zymogramu jsou znazornény vzorky pacienta po PCI a vzorky pacientii s DM

kontrolni A B C wvz10 vz 12 vz13  kontrolni
vzorek vzorek 38 vzorek
54 C Pacienti s DM- plazma 59D

Na zymogramu jsou znazornény vzorky naméfené pro porovnani stability

kontrolni A B C A B C
vzorek
54 C vzorek 19 vzorek 20
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Priloha F/ II. ¢ast — Priklady zymogramii

Zymogram s pacienty po PCI

kontrolni A o £ A B C
vzorek
54C vzorek 49 vzorek 48
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