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Abstrakt

Prace se zabyva genetickymi a proteomickymi aspekty, které mohou hrat roli v rozvoji
vybranych kardiovaskularnich onemocnéni. Jednou ze skupin enzymt, ktera se podili na
destruk¢nich mechanizmech u kardiovaskularniho postizeni, jsou matrix metaloproteindzy.
V této praci byly imunometricky méfeny a hodnoceny serologické hladiny MMP-2
a MMP-9 u pacientt s vadou aortalni chlopné a u pacientd s infarktem myokardu. U obou
vyse zminénych diagndz byly zaznamenany signifikantné¢ zvysené hladiny téchto enzymi.
Provedené analyzy neprokazaly souvislost koncentraci MMP-2 a MMP-9 v séru
s rozvojem dilatace ascendentni aorty u pacientd s vadou aortalni chlopné. Namétené
hodnoty metaloproteindz u souboru pacienti s infarktem myokardu umoznily

charakterizovat koncentrace v séru v prib&hu prvnich 24 hodin a po 6 mésicich od ataky.

U 10 % pacient operovanych pro vadu aortalni chlopné dochazelo k rozvoji dilatace
ascendentni aorty. Genetické analyzy u téchto pacientli neprokdzaly jasnou souvislost
patologie ascendentni aorty s genem TGFBR2 a s vybranymi tseky FBN1 genu. Dalsi
genetické analyzy by mohly odhalit zatim blize nespecifikovanou poruchu aortalni stény
vedouci k jeji dilataci. U souboru pacientt s infarktem myokardu byla dale sledovana
exprese gent, ze Kterych jsou syntetizovany vybrané metaloproteinazy nebo které se
podileji na regulaci jejich aktivity. Expresni cipovd analyza provedend U pacientil
s infarktem myokardu se ukazala jako nevhodna pro hodnoceni sledovanych markert,
jelikoz neposkytla vysledky, které by mohly byt prakticky vyuzitelné pro diagnostiku

destrukénich pochodi.

Kli¢ova slova: ascendentni aorta, infarkt myokardu, MMP-2, MMP-9, TGFBR2, FBN1,
¢ipové analyza, ELISA



Abstract

The aim of this study is to analyse a genetic and proteomic aspects that could play an
important role in development of chosen cardiovascular disease. Matrix metalloproteinases
are enzymes that contribute strongly to the degradation of extracellular matrix components.
In this study the serological levels of MMP-2 and MMP-9 were investigated using
immunological testing in patients with aortic valve disease and in patients with myocardial
infarction. Significantly higher levels of MMP-2 and MMP-9 were determined in both
above mentioned groups of patients. Association of serum levels of MMP-2 and MMP-9
and development of concomitant aortic dilatation was not confirmed in patients with aortic
valve disease. Changes in serum levels within 24 hours and after 6 months post myocardial

infarction were characterized.

About 10 % of patients operated for aortic valve disease suffer simultaneously from
ascending aortic dilatation. The current study did not reveal any significant genetic
variation in TGFBR2 gene and in chosen exons of FBN1 gene in these patients. Further
genetic research is needed to identify the cause of the pathology in aortic wall. Gene
expression of selected genes was measured by microarray screening in patients with
myocardial infarction. These genes were related to MMPs and did not show satisfactory

results that could have a potential implication for diagnostics of tissue degeneration.

Keywords: ascending aorta, myocardial infarction, MMP-2, MMP-9, TGFBR2, FBN1,
microarray, ELISA



Seznam zkratek

e AAD - dilatace ascendentni aorty (ascending aortic dilatation)
e ADAMs — A disintegrin and metalloproteinases

e AGN Il — angiotenzin Il

e AMK — aminokyselina

e AP1 — aktivator protein 1

e Apo A — apolipoprotein A

e Apo B —apolipoprotein B

e ALT — alanin transaminaza

e AST — aspartat aminotransferaza

AVA — plocha usti aortalni chlopn¢ (aortic valve area)
e BAV - bikuspidalni aortalni chlopen (bicuspid aortic valve)
e BMI — Index télesné hmotnosti (body mass index)

e CbEGF — kalcium vazajici epidermalni rustovy faktor (calcium binding epidermal
growth factor)

e cDNA — komplementarni DNA (complementary DNA)
e CRNA — komplementarni RNA (complementary RNA)
e CRP — C-reaktivni protein

e CTRL — kontrolni soubor

e DM — diabetes mellitus

e DNA — deoxyribonukleova kyselina

e DTK — diastolicky krevni tlak

e EBP — elastin vazajici protein (elastin binding protein)
e ECM — extracelularni matrix

e EDRF — endothelium-derived relaxing factor



EGF — epidermalni rustovy faktor (epidermal growth factor)

EKG — elektrokardiogram

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

EMMPRIN — extracellular MMP inducer

FN1 — fibronektin 1

ET-1 - endotelin-1

FBN1 — gen pro fibrilin-1

FC — fold change

EGFR — receptor pro ristovy epidermalni faktor (epidermal growth factor receptor)

Gly — glykémie

HBA1c — glykovany hemoglobin

HDL — vysokodenzitni lipoprotein (high density lipoprotein)

HRM — vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (high resolution melting)
HRP — kienova peroxidaza (horseradish peroxidase)

Chol — celkovy cholesterol

ICHS — ischemicka choroba srdec¢ni

IL-1pB — interleukin-1 beta
IL-1a — interleukin-1 alfa
IL-7 — interleukin-7

IL-18 - interleukin-18

IM — infarkt myokardu
IMDG6 — pacienti, kteti zemieli do 6 mésict od infarktu myokardu

IMKG6 — pacienti, ktefi se dozili 6mési¢ni kontroly po infarktu myokardu
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IMOG6 — pacienti, u nichz probéhl odbér krevniho vzorku do 6 hodin po
zaznamenani prvnich ptiznakt IM

IMO24 — pacienti, u nichz probéhl odbér krevniho vzorku do 24 hodin po
zaznamenani prvnich piiznaki IM

kDa — kiloDalton

LDL — nizkodenzitni lipoprotein (low density lipoprotein)
LDS — Loeys-Dietz syndrom
LTBPs — Latentni TGF-vazebné proteiny (latent TGF£-binding proteins)

MAGP-1 — glykoprotein 1 asociujici s mikrofibrilami (microfibril-associated
glycoprotein 1)

MFAP-1 — protein 1 asociujici s mikrofibrilami (microfibril-associated protein 1)
MFS — Marfaniiv syndom
MMP — matrix metaloproteindza

MRNA — mediatorova RNA (messenger RNA)

NAAD - pacienti bez dilatace ascendentni aorty (no ascending aortic dilatation)
NE — katecholamin norepinefrin

NCBI — The National Center for Biotechnology Information

NSTEMI — IM bez elevace ST tseku na EKG

OPN - osteopontin

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PTC — predcasné ukonceni kodonu (premature termination codon)

RECK - reversion-inducing cystein-rich protein with kazal motifs

RGD motiv — pojmenovani pro trojici aminokyselin arginin-glycin-aspartat
RIN — ¢islo integrity RNA (RNA integrity number)

RNA — ribonukleova kyselina

SD — smérodatna odchylka (standard deviation)
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e SMAD - Small Mothers Against Decapentaplegic

e SPARC — gen pro osteonektin
e SPP1 — gen pro osteopontin
e STEMI —IM s elevaci tiseku ST na EKG kiivce

e STK — systolicky krevni tlak

e TAAD - aneurysma a disekce hrudni aorty (thoracic aortic aneurysm and
dissection)

e TAG — triacylglyceroly

e TAYV - trikuspidalni aortalni chlopen (tricuspid aortic valve)

e TGFa — transformujici rastovy faktor alfa (transforming growth factor )
e TGFB — transformujici rastovy faktor beta (transforming growth factor f)

e TGFBR1 a TGFBR2 - receptor typu 1 a 2 pro TGFp (transforming growth factor
beta receptor 1 a 2)

e TIMP — tkanové inhibitory matrix metaloproteinaz (tissue inhibitors of
metalloproteinases)

e TMB - 3,3",5,5"- tetramethylbenzid

e TN-C — tenascin-C

e TN-X —tenascin-X

e TNF a — tumor nekrotizujici faktor alfa (tumor necrosis factor o)
e TSP1a 2 -trombospondinla?2

e UPA — urokinazovy aktivator plazminogenu (urokinase plasminogen activator)
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1 Uvod

Za nejcastéjsi pricinu umrti na svété patii onemocnéni kardiovaskuldrniho systému.
Mortalita na kardiovaskularni choroby se v Ceské republice pohybuje okolo 600 amrti
rocné¢ na 100 000 obyvatel, coz tvoii vice jak 50 % vSech umrti. Kardiovaskularni
morbidita je vyjadiena poctem hospitalizaci pro kardiovaskularni choroby, ktery stéle
narusta (www.ikem.cz). Vétsina kardiovaskularnich onemocnéni patii mezi multigenné
podminéna onemocnéni, coz znamend, ze na rozvoji onemocnéni se podili komplex

genetickych a environmentalni faktort.

Mortalita zahrnuje jak vrozené, tak ziskané srde¢ni poruchy, mezi které patii ziskané
chlopenni vady. U pacientll operovanych pro vadu aortalni chlopné se v 10 % ptipadi
zaroven vyskytuje dilatace vzestupné casti aorty. Progrese dilatace ohroZzuje pacienty
fatalnimi komplikacemi — disekci nebo rupturou aorty. Zasadni otazkou je hledani pficiny
této dilatace. Predpoklad 1ékait je, ze porucha zistava klinicky néma v ptipadé zdravé
a funkéné nezménéné aortalni chlopné. Rozvoj aortalni vady vede ke zméné
hemodynamickych pomérti na aortalni chlopni a Vascendentni aorté a je moznym
spoustécim faktorem pro vznik a progresi dilatace primarné postizené ascendentni aorty.
Z molekularné genetického hlediska se jako vysoce pravdépodobna jevi porucha nékteré ze
slozek elastickych vldken zastoupenych v aortalni sténé, kterd by mohla vést k oslabeni

cévni stény a k jeji nasledné dilataci.

Ve vyspélych zemich je nejbéznéjsi pii¢inou umrti predevsim ischemicka choroba
srde¢ni (ICHS) a jednim z projevii ICHS je infarkt myokardu (IM) (Spacek a Widimsky,
2003b). Dle aktualnich tdaji Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR bylo v roce
2011 v Ceské republice hospitalizovanych 13 860 muzt a 7 440 Zen s diagndzou akutni
infarkt myokardu, pfi¢emz primémy vék pacienti byl 67,5 let (UZIS CR, 2011).
Nejéast&jsi pii¢inou umrti v Ceské republice jsou dlouhodobé nemoci ob&hové soustavy,
Vv roce 2012 &inil podil zemielych v jejich dasledku 49 % (UZIS CR, 2012). V roce 2012
zemielo v souvislosti sinfarktem myokardu 3 670 muzi a 2 844 Zen

(www.uzis.cz/katalog/rocenky/zdravotnicka-rocenka-ceske-republiky). Vznik a rozvoj

tohoto onemocnéni je hojné studovan jak po klinické tak po genetické strance

a ptinasi nam stale nové poznatky.
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Pii rozvoji dilatace ascendentni aorty i pii srdecni ischemii dochdzi k fadé
metabolickych dé&ju, které za fyziologickych podminek neprobihaji viibec nebo jen ve
velmi malé mife. Muze také dochazet ke zvySené produkci latek, jejichz hladiny jsou za
normalnich podminek nizké. Mezi tyto latky patii napiiklad matrix metaloproteinazy
(MMP). MMP jsou predmétem zajmu od 90. let minulého stoleti a tato problematika stale
neni dostatecné probadana. Jsou zapojeny do mnoha patologicko-fyziologickych dé&ji
a funkce téchto enzymi je specificka podle jejich typu. Velkym ptinosem by bylo, pokud
by MMP mohly slouzit jako prognostické faktory, které by s urcitou pravdépodobnosti
pomohly pfedpovédét klinicky pribéh u vybranych kardiovaskularnich chorob. Umoznilo
by to naptiklad detekovat rizikovou skupinu pacientli jiz ptedopera¢né a indikovat pro

dané pacienty adekvatni terapii.

V predkladané préaci jsem se zaméfila na hodnoceni specifickych metaloproteinaz
(MMP-2 a MMP-9) u pacienti s onemocnénim kardiovaskularniho systému. U souboru
pacientti s vadou aortalni chlopné se soucasnou dilataci ascendentni aorty byly provedeny
primarni genetické analyzy za ucelem identifikace gent, které by mohly mit souvislost
s rozvojem patologie v aortalni sténé. U pacientt s infarktem myokardu byla hodnocena
a porovnavana mira exprese genl, které koduji vybrané metaloproteinazy a jejich

modulatory.
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2 Etiopatogeneze vybranych kardiovaskularnich

onemocnéni

2.1 Dilatace ascendentni aorty u pacientii s vadou aortalni

chlopné

Prevalence strukturalni vady aortalni chlopné (stendzy ¢i insuficience) v populaci je
odhadovana na 0,2 % a v Ceské republice bylo v roce 2011 pro tuto poruchu operovano
2 085 pacientii (Setina et al., 2013). Dilatace ascendentni aorty (AAD — ascending aortic
dilatation) se vyskytuje u pfiblizné¢ 10 % pacient operovanych pro vadu aortalni chlopné.
Dilatace ascendentni aorty v souvislosti se sten6zou aortalni chlopné je klinicky znamy
povazovan turbulentni krevni tok ascendentni aortou, vznikajici v disledku stenozy

aortalni chlopné.

Dilatace ascendentni aorty je pozorovana nejen u 10 % pacient s aortalni stenozou,
ale také u 10 % pacienti s aortalni insuficienci dle ustniho sdé€leni profesora Jaroslava
Lindnera (II. chirurgicka klinika kardiovaskuldrni chirurgie VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze) ze dne 9. 2. 2013. U pacientl s aortalni stendézou je turbulence piitomna
Vv distalnich tusecich ascendentni aorty, naopak u aortalni insuficience je turbulence
lokalizovana vice proximalné. V odborné literatufe nebyla doposud popsana souvislost
mezi aortalni insuficienci a dilataci ascendentni aorty. Dilatace pravdépodobné vznika
v dusledku patologického postizeni stény ascendentni aorty. V dusledku rozvoje vady
aortalni chlopné dochazi ke zmén€ hemodynamickych pomérd na aortdlni chlopni
a Vv ascendentni aorté. Pravdépodobn¢ néasledkem téchto zmén u 10 % pacientt tato Cast
aorty dilatuje. Porucha zlstava klinicky néma a aorta nedilatuje v piipad€ zdravé a funkéné
nezménéné aortalni chlopné. Aortalni vada je povaZovana za spoustéci faktor vzniku
a progrese dilatace primarné néjak postizené ascendentni aorty. V etiopatogenezi
onemocnéni hraje pravdépodobné primarni roli geneticky determinovana porucha nékteré

ze slozek pojivové tkdné v aortalni sténé.
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Progrese dilatace ohrozuje pacienta fatalnimi komplikacemi, jakymi mlize byt disekce
¢i ruptura aorty. Toto riziko roste pfimo umérné s nartistem priméru dilatované aorty.
Cilem chirurgické 1écby je prevence téchto komplikaci a pacient je proto indikovan
k nadhradé postizené aortalni chlopné a k vykonu na ascendentni aorté a to bud’ nahradou
ascendentni aorty nebo jeji plastikou (aortoplastikou). Nahrada postizené aortalni chlopné
zasadné upravuje hemodynamiku na aortdlnim usti a tak eliminuje spoustéci faktor
dilatace. Podkladem disekce hrudni aorty je rozSt€peni aortalni stény v dusledku
intramuralniho priniku krve pod systolickym tlakem. Je to umoznéno trhlinou vzniklou ve
vrstve tunica intima, kterd pronikéd az do tunica media. Trhlina se miize nachézet kdekoliv
Vv pribéhu hrudni aorty, nejcastéji se vSak vyskytuje v oblasti kofene vzestupné aorty nebo
V pocate¢nim Useku aorty sestupné. Dusledkem rozpolceni aortalni stény je vznik druhého
nepravého kanalu, ktery zuZuje prisvit aorty. Velice ¢asto dochdzi ke vzniku dalsi trhliny
Vv periferni casti aorty, kterou pak nepravy kanal zpétné¢ komunikuje s pravym prisvitem
aorty. Rozsah disekce mize byt rizny, nékdy se omezi jen na vzestupnou aortu, ale ¢astéji
se §ifi periferné az na bfiSni aortu a panevni tepny. V mladém véku se disekce vyskytuje
pfedev§im u syndromi spojenych s poruchou elastické tkané (syndromy Marfantv,
Turnertv, Loeys-Dietz, Ehlerstiv-Danlostv). Predispozici jsou rovnéz patologické zmény
V oblasti aortalni chlopné a rizikovymi faktory jsou vysoky krevni tlak, ateroskleroza
a vyssi vek. Aortalni disekce postihuje predev§im muze ve veéku 40 — 70 let (Isselbacher,
2012). Disekce hrudni aorty se vyskytuje s ¢etnosti 10 — 20 ptipadi na 1 milion obyvatel
za rok, a pokud neni 1é&ena, konéi v 90 — 100 % smrti do 12 mésicti. V Ceské republice
bylo vroce 2011 provedeno 140 operaci pro disekci a 30denni mortalita odpovidala
25,7 % (Setina et al., 2013).

2.1.1 Strukturalni vady aortalni chlopné

Aortalni stenoza

Nejcastéjsi pticinou vzniku stendzy u dospélych je senilni kalcifikace aortalni chlopné,

ktera postihuje jak nemocné ve vysSim véku tak i vrozené malformované chlopné.

Plocha usti aortalni chlopné¢ (AVA) se pohybuje za normalnich podminek mezi

3-4cm’. Aby doSlo k vyznamnym hemodynamickym zménam, musi se pfiblizné
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3 — 5 nasobné zmensSit. Arbitrarné se rozd€luji aortdlni stendézy na lehké (AVA nad

1,2 cm?), stiedns t&7ké (AVA 0,75 — 1,2 cm?) a t&zké (AVA pod 0,75 cm?).

Obstrukce aortalniho usti se zpravidla rozviji velmi pomalu a symptomy se dostavuji
nekdy az desitky let po prvnich zménach na chlopni. Leva komora se postupné adaptuje na
tlakové pretizeni zesilenim svych stén a dochazi krozvoji koncentrické hypertrofie,
pti¢emz objem levé komory zlstava stejny. ZvySené mnozstvi srdecni svaloviny dovoluje

vypuzeni dostate¢ného tepového objemu do aorty i pies zizené aortalni Usti.

Pti vysokorychlostnim proudéni pies zuzenou aortalni chlopen je proudéni lamindrni
a maximalni rychlosti dosahuje tésné za chlopni v misté, kde je vysokorychlostni proud
nejuzsi (vena contracta). Poté se tento proud zpomaluje, expanduje a rozpada se za vzniku
turbulenci. Tento jev je doprovazen vzestupem tlaku v aorté — tzv. ,,pressure recovery*.
Ascendentni aorta byva poststenoticky dilatovana a levd komora byva vétSinou

hypertroficka, v casném stadiu s dobrou systolickou funkci (Aschermann et al., 2004).
Aortalni insuficience (regurgitace)

Nedomykavost aortalni chlopné (aortalni insuficience) casto doprovazi aortalni
stenozu. Na vzniku aortalni insuficience se muze podilet poskozeni vlastni aortalni chlopné
nebo dilatace celého aortdlniho kotfene. Cipy chlopné byvaji nejCastéji postiZzeny
v disledku zénétlivého procesu na chlopni (revmatickd horecka, infekéni endokarditida)
nebo sklerotickymi zménami, které postihuji obvykle nejen chlopen, ale i cely aortalni
koten (senilni kalcifikovana aortalni vada). Dilatace kofene aorty zpusobuje centralni
regurgitaci. Nej€astéjsi pfi¢inou je hypertenze a aterosklerotické zmény stény aorty, které

vedou k lehké dilataci kofene s aortalni insuficienci.

V patofyziologii chronické aortalni insuficience se uplatiiuji kompenzaéni
mechanismy levé komory, které ¢asto vedou k mnohaletému zastinéni symptomatologie.
Naopak akutni aortalni insuficience mutize vést k rychle progredujicimu srde¢nimu selhani.
Plocha regurgitacniho usti se pifi tézké aortalni insuficienci pohybuje Vv rozmezi
0,3 — 1,0 cm® V dusledku chronické insuficience vytvaii leva komora kompenzaéni
mechanismy, které¢ vedou k jejimu ptizpisobeni jak na objemové tak na tlakové ptetizeni

(Aschermann et al., 2004).
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2.1.2 Ascendentni aorta — struktura a funkce

Aorta je nejveétsi tepnou v lidském téle. U dospé€lého Clovéka ma na zacatku vnitini
prumér asi 3 cm a na svém konci pies 2 cm. Vzestupna ¢ast aorty — aorta ascendens — je
prvni, asi 5 cm dlouhy usek, ktery vystupuje z levé komory. Rozsifeny zacatek aorty se
podle svého cibulovitého tvaru nazyva bulbus aortae. Plynulym pokracovanim ascendentni
aorty je aortalni oblouk — arcus aortae. V trovni tietiho az ¢tvrtého hrudniho obratle arcus
kon¢i a bez ostré hranice piechazi v descendentni ¢ast hrudni aorty — aorta descendens.
Descendentni aorta méa dva hlavni tseky - hrudni a bfisni a kon¢i ve vysi ¢tvrtého

bederniho obratle rozdélenim na dv¢ iliakalni arterie (Dylevsky et al., 2000).

Aortu mizeme zafadit mezi arterie velkého kalibru a diky vysokému obsahu elastinu
V cévni sténé ji oznacujeme také jako arterii elastického typu. Mimotadné dobra elasticita
umoziuje aorté uz na jejim zacatku meénit pulzni proudéni na plynulé. Cévni sténa se
v pribehu systoly rozpina a kinetickd energie krve se pfeméni na potencialni elastickou
energii stény aorty. B&hem pozdni systoly a diastoly se roztazené stény aorty diky
elastickym silam postupné vraci do puvodniho stavu a vhani tak do¢asné akumulovanou
krev dal do ob¢hu. Potencidlni elastickd energie se pfeméenuje zpét na kinetickou energii
krve. Ve fyziologii cirkulacniho systému se tento fenomén nazyva pruznikovy efekt

(Trojan et al., 1999).
V cévni sté€né aorty popisujeme tii vrstvy:

Tunica intima, vnitini vrstva, je ve srovnani s ostatnimi typy arterii relativné tlusta.
U c¢loveka je silna 80-140 mikrometrt a sklada se z endotelu a ze subendotelové vazivové
vrstvy, jejiz vazivova vlakna jsou usporadana predevSim longitudinalné. Dodava intimné
dostate¢nou pruznost pii objemovych zménéach. Pod endotelem je tenkd vrstva ze 2-3 tad
plochych rozvétvenych mesenchymalnich bunék. Zevngji jsou jesté fibroblasty
a hvézdicovité nebo vietenovité tzv. Langerhansovy buiky. Subendotelova vrstva dale
obsahuje hladké svalové buriky, jemné kolagenni fibrily, longitudinalné probihajici velmi

jemna elastickd vldkna a intersticialni amorfni hmotu.

Tunica media, stiedni vrstva, je cirkularné usporadana vrstva s prevahou hladké
svaloviny a elastické slozky vazivové tkan¢ a je Siroka az 500 mikrometrii. U elastickych

arterii se skladd z mnozstvi koncentricky uspofddanych a prodéravénych -elastickych
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membran, které spolu navzdjem anastomosuji a mohou byt silné 1,5 az 2,5 mikrometru
(v dospélosti mlize byt az 50 i vice vrstev). Membrany maji mezi sebou mezery Siroké 6-18
mikrometri. V téchto mezivrstvach se nalézaji hladké svalové buiiky, retikularni vldkna
a amorfni substance bohatd na chondroitin sulfat. VIdknité elementy prechazeji
Z jednotlivych mezivrstev do sousednich pies otvory vV elastickych membranach nebo
komunikuji s bunikami hladké svaloviny, do kterych se upinaji. Za produkci a obnovu

extracelularni hmoty, jak vlaknité tak amorfni, jsou odpovédné bunky hladké svaloviny.

Tunica adventitia, zevni vrstva cévni stény, je Sirokd jen 200-300 mikrometrq.
Adventicie je z kolagenniho vaziva se silnymi vlakny kolagenu typu I, ve vnitini vrstvé ma
jesté longitudinalni elastickd vldkna a zevni vrstva obsahuje kromé kolagenu i cirkularné
usporadana elasticka vlakna. Adventicie obsahuje vasa vasorum (cévy cév), které zasobuji
zevni ¢ast medie s adventicii, zatimco intima a vnitini vrstvy medie jsou vyzivovany pfimo

z lumen arterie (http://www.lfp.cuni.cz/histologie/education.html).

2.1.3 Elasticka vlakna v extracelularni matrix (ECM) ascendentni

aorty

Elastickd vlakna jsou hlavni soucésti extracelularni matrix vSech tkani, které jsou
charakterizovany pruznosti a pevnosti. Skladaji se ze dvou morfologicky odlisnych slozek
— jaddrem jsou elastinova vladkna a okoli tvoii mikrofibrily. Elastin je nerozpustny polymer
sloZzeny z monomeri tropoelastinu o velikosti 70 kDa a mikrofibrily jsou tvofeny 10 nm
velkymi fibrilinovymi vlakny. Elastinové jadro neni amorfni hmotou, ale je tvofeno
paraleln¢ uspofadanymi tenkymi elastinovymi vlakny (Pasquali-Ronchetti a Baccarani-
Contri, 1997). Pod elektronovym mikroskopem vypadaji mikrofibrily jako propletena
vlédkna pfipominajici $nirku s koralky, kdy je ke kazdé globularni (elastinové) doméné
vazano 6 — 8 linedrnich fibrildrnich snopct, pfi¢emz vzdalenost mezi jednotlivymi
globularnimi doménami se pohybuje v rozmezi 30 az 100 nm. VSechna fibrilinova vlakna
musi byt pfesné sefazena tak, aby vétSina jejich amino-konct byla zapusténa do globularni

domény.

Mikrofibrily a elastickd vldkna jsou uspofadany dle pozadavkl dané tkané tak, aby
spliovaly mechanické pozadavky dané organové soustavy. LiSi se jednak svou délkou

a tlouStkou, ale také svym trojrozmérnym uspoiadanim, které je zavislé na smeéru
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a velikosti sil pusobicich na danou tkan (Ramirez et al., 2004). V aortalni tkani
mikrofibrily asociuji s elastinem v tunica media a tvoii zde koncentrické lamely, které
odd€luji jednotlivé vrstvy bunék hladké svaloviny a dodavaji tak elasticitu aortalni sténé.
Navic mikrofibrily postradajici elastin stabilizuji tkan tim, ze spojuji jednotlivé lamelarni
prstence k sob¢, k bunkam hladké svaloviny a k subendotelialni membrané. Doposud bylo
charakterizovano pouze nékolik komponent mikrofibril a to pievazné z toho divodu, ze
shluky v extracelularni matrix jsou vysoce nerozpustné. Obecné lze fici, Ze elasticka
vldkna jsou zde zodpovédna za dilataci a opétovné navraceni cévni stény do plvodni
polohy a mikrofibrily zde funguji jako flexibilni spojeni, které tvoii z aortalni stény jeden

funk¢ni celek (Arteaga-Solis et al., 2001).

Remodelace cévni stény je fizena fadou vysoce regulovanych a vzajemné propojenych
procesl, mezi nejdulezitéjsi patii: 1) proliferace a diferenciace bun€k hladké svaloviny, 2)
degradace elastickych vlaken a 3) kalcifikace a produkce mezibunééné hmoty (Van Varik
et al., 2012). Klicovymi regulatory tonu a praméru cév jsou buiiky hladké svaloviny, které
ptispivaji k udrzeni hemodynamické rovnovahy (Alexander a Owens, 2012). Tyto buiky
se nachdzeji ve vrstvé tunica media cévni stény a vétsina z nich mé predevsim kontraktilni
funkci. Urcita ¢ast bunck hladké svaloviny ma schopnost zménit svij fenotyp na
syntetizujici, ktery lze déle rozdé€lit na migraéné-proliferativni, sekrecni a osteogenni
(Gerthoffer, 2007). Tato schopnost bun¢k hladké svaloviny je klicova pii remodelaci cévni
stény, nebot’ umoznuje lepsi adaptaci na ménici se podminky v cévni tkani. Ke zménam
fenotypu dochazi pii poranéni cévy nebo pii zvySeném tlaku, kdy se zaroven snizuje
exprese gend, specifickych pro kontraktilni buiiky hladké svaloviny (Alexander a Owens,
2012). Syntetické bunky hladké svaloviny produkuji elastolytické enzymy — matrix
metaloproteindzy, které napomahaji migraci bunék v ECM. Piikladem onemocnéni,
u kterého dochazi ke zméné fenotypu bunck hladké svaloviny v cévni sténé, je Marfaniv
syndrom. U tohoto onemocnéni dochazi primarné¢ k degradaci elastickych vlaken
(fibrilinu-1) v pojivové tkani. Nasledna zména fenotypu bunék hladké svaloviny vede ke
zvySené produkci MMP a tim k dalSimu oslabeni této jiZ postizené cévni stény

(Pratt a Curci, 2010).

Vztah elastinu a mikrofibril byl v poslednich letech casto studovan. Elastin je
secernovan jako rozpustny prekurzor tropoelastinu, ktery se vaZze na EBP protein (elastin-
binding protein). EBP protein zlistdva navazan i k secernované molekule tropoelastinu
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a diky tomu nedochazi k pted¢asnému shlukovani vlaken a k jejich proteolyze b&hem
sekrece. Tento protein se podili na shlukovani elastickych vldken v pocate¢ni fazi
elastogeneze a nasledné se sam do téchto vlaken uklada. Utvareni a formovani elastickych
vldken (elastogeneze) probiha béhem embryogeneze a pokracuje 1 béhem Casného détstvi.
Béhem tohoto obdobi je vymezena piesna velikost a orientace jednotlivych vlaken ve
tkanich. V prub&hu starnuti dochazi k vyrazné destrukci fibrilarnich elastickych struktur
a k abytku hladké svaloviny v cévni vrstvé tunica media. To vede ke snizeni nebo az ke

ztraté elastickych a vazoaktivnich funkci cévniho systému (Fritze et al., 2012).

2.1.4 Fibriliny a dalsi slozky ECM pojivové tkané aorty

Fibriliny plni nékolik funkci. Tvoii kostru pro ukladani tropoelastinu a pro formace
elastickych vlaken béhem elastogeneze, prispivaji k elastickym vlastnostem elastickych
vlaken a udrzuji homeostazu pojivovych tkani (Robinson a Godfrey, 2000). Monomery
fibrilinu se samy skladaji do mikrofibril, které jsou zaclenény nebo doplnény dalSimi

proteiny, asociujicimi s elastinem v elastickych vlaknech.

Fibrilin-1 je hlavni soucasti extracelularni matrix pojivové tkan¢ aorty. Poprvé byl
izolovan z lidskych kultivovanych fibroblasti, pojmenovan a popsan byl roku 1986 (Sakai
et al., 1986). Pouzitim monoklonalnich protilatek byla prokazana jeho Siroka distribuce
Vv pojivovych tkanich riznych organovych soustav (pokozka, plice, ledviny, cévni systém,

chrupavka, §lachy, svaly, rohovka a fasnaté télisko) (Sakai et al., 1991).

Fibrilin-1 je velky (~350 kDa) multidoménovy glykoprotein obsahujici predevsim tfi
druhy repetitivnich motivii bohatych na cystein (Sakai et al., 1991). Profibrilinové
sekvence jsou kodovany 2 871 aminokyselinou (AMK) a jsou uspofadany do péti
strukturalné odliSnych oblasti. Zhruba 75 % proteinu tvofi 47 tandemovych repetic domén
podobnych EGF (epidermalnimu riistovému faktoru), 43 z nich splituje pozadavek vazby
vapniku a ty jsou oznaCovany jako cbEGF domény (,,calcium binding“ EGF). Vazba
vapniku je dilezitd predevSim V intermolekularnich interakcich. Kazda ztandemovych
repetic domén podobnych EGF obsahuje 6 cysteint, které mezi sebou vytvaii disulfidové
vazby. VétSina domén podobnych EGF (piedev§im cbEGF) obsahuje doplitkové souhlasné
sekvence, diky kterym se jednotlivé motivy rozpozndvaji navzajem. DalSim vyznamnym

motivem je tzv. TB doména, zastoupena v proteinu 7 krat, je homologem TGF[1-bp
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(transforming growth factor beta-1-binding protein, transformujici ristovy faktor beta 1
vazebny protein) a obsahuje 8 cysteinti. Tato doména je charakteristicka shlukem tii po
sob¢ nasledujicich cysteinovych zbytka, které mohou potencidlné tvoftit disulfidové mustky
s dalsimi cysteinovymi zbytky a siln¢ji tim stabilizovat nekovalentni interakce
zprostiedkované doménami cbEGF. Tretim typem domény bohaté na cysteiny je
tzv. Fib-motiv, unikatni zfejmé pouze pro fibriliny. Sklada se ze dvou po sob¢ jdoucich

cysteini a muize kovalentné reagovat s dalsimi molekulami (Kielty a Shuttleworth, 1993).

Primarni struktute fibrilinu dominuji cbEGF domény. Pro udrzeni konformacni
stability proteinu je nezbytna vazba vapniku, ktera zna¢né pomaha pii interakcich mezi
jednotlivymi proteiny (Kielty a Shuttleworth, 1993). Rentgenové studie a mechanické
testovani svazkl mikrofibril ukazaly, ze vazba vapniku ovlivituje jejich deformacni zatez,
ale neni nutna pro jejich roztaznost a elasticitu (Eriksen et al., 2001). Elasticita mikrofibril
tudiz neni zavisld na vapnikem indukovanych periodickych zménach svazku, ale je jimi

modifikovana (Kielty et al., 2002).

Latentni TGFB-vazebné proteiny (LTBPs - Latent TGFp-binding proteins) jsou
mensi neZ molekuly fibrilint, ale také obsahuji opakujici se domény cbEGF a TB (Sinha et
al., 1998; Oklu a Hesketh, 2000). Specifické TB domény v LTBP1, LTBP3 a LTBP4 se
mohou vazat vnitrobunéné k TGFB molekulam. Signalni dradhy TGFP rodiny cytokinl
kontroluji celou fadu bunéénych pochodt véetné proliferace, diferenciace a apoptozy. Tyto
signaliza¢ni drahy jsou uskuteciovany diky receptorim typu TGFBR1 a TGFBR2
(transforming growth factor beta receptor 1 a 2, receptor 1 a 2 transformujiciho ristového
faktoru beta). Ty jsou transmembranovymi proteiny se serin/threonin kinazovou aktivitou
a podili se na aktivaci n¢kolika signalnich drah. TGFB1 (transformujici riistovy faktor beta
1) se nejprve vaze k receptorim druhého typu (TGFBR2) a dochazi k inkorporaci do
ligand-receptor komplexu (TGF dimer plus 4 receptorové molekuly). Signal je poté veden
do bunky fosforylaci tzv. Smad (Small Mothers Against Decapentaplegic) proteind. Smad
oznacuje skupinu proteinli, které zprostfedkovavaji pfenos signdlu v bunice a reguluji
transkripci. Extracelularni signal TGFB1 je pfenesen do cytoplazmy a tak se mize podilet
ve spolupraci s kofaktory, které se vazou k DNA, na regulaci genové transkripce. Proto
hraji LTBPs dtlezitou roli. LTBP1 se nachazi v pokozce, v bunéénych vrstvach

osteoblast a v embryonalnich dlouhych kostech (Taipale et al., 1996; Raghunath et al.,
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1998; Dallas et al., 2000). LTBP2 je soucasti mikrofibril bohatych na fibrilin a elastin,
naléza se v arteriich a v tramcité kostni tkani (Gibson et al., 1995; Kitahama et al., 2000;
Sinha et al., 2002).

Imunobiochemické vysledky rozliSily pfinejmensim 17 rtznych molekul schopnych
interakci s fibriliny (Hubmacher et al., 2006). Krom¢ fibrilini se v elastické tkani
vyskytuje MAGP-1 (microfibril-associated glykoprotein 1), nékdy znamy jako MFAP-2.
Tento protein je velmi dilezity pro integritu mikrofibril. Je spojen prakticky se vSemi
mikrofibrilami a je bohaté pfitomny v buiikich mezenchymu a v pojivovych tkanich
béhem vyvoje (Henderson et al., 1996; Kielty a Shuttleworth, 1997). MAGP-2 je dalsim
¢lenem rodiny malych mikrofibril. Obsahuje 170 — 173 aminokyselinovych zbytkl a je
strukturalné podobny MAGP-1 proteinu (Gibson et al., 1998). MAGP-2 je bohaty na
serinové a threoninové zbytky a obsahuje RGD motiv (trojice aminokyselin arginin-glycin-
aspartat), diky kterému se vaze k integrinovému receptoru o3 (Gibson et al., 1999).
Integriny jsou hlavnimi receptory v extracelularni matrix, mohou aktivovat vnitrobuné¢né
pochody a zaroven jsou mistem pro ukotveni proteint v extracelularni matrix. MAGP-2 se
vaze v mnoha tkanich k vldkniim, ktera obsahuji elastin i k tém, ktera elastin neobsahuji
a pravdépodobné¢ se podili na bunécné signalizaci béhem shromazd’ovani mikrofibril

a elastogeneze (Gibson et al., 1998).

Imunohistochemicky byly prokdzany nékteré dal§i proteiny, které asociuji
s mikrofibrilami, ale doposud je znamo jen velmi malo o jejich funkci a vlivu na
mikrofibrily jako celek. Jsou to napiiklad MFAP-1 (microfibril-associated protein 1),
MFAP-3 a MFAP-4, které asociuji S elastickymi vldkny. Béhem zrani mohou byt
k mikrofibrilam pfidruzené amyloidni ¢astice a mohou akumulovat adhezni glykoproteiny
jako je naptiklad vitronectin (Dahlback et al., 1990). Na rozhrani elastin/mikrofibrily ¢&i
elasticka vlakna/bunéény povrch jsou lokalizovany nékteré dalsi proteiny, které mohou
regulovat zasoby tropoelastinu na mikrofibrilach a spojovat elasticka vlakna s bunéénym
povrchem. Do této skupiny patii emiliny (elastin microfibril interface located protein)
a v soucasné dob¢ jsou znamy emilin-1, emilin-2, emilin-3 a multimerin (Bressan et al.,
1993; Doliana et al., 2001). Ve spojeni s povrchem elastickych vlaken je také fibulin 1, 2
a5 (Kielty et al., 2002).
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2.1.5 Vybrané geny souvisejici s pojivovou tkani aorty

Na dulezitost elastickych vlaken poukazuji dédicna onemocnéni pojivového systému,

zpusobené mutacemi jednotlivych ¢asti elastickych vlaken. Mutace v genu pro fibrilin-1

zpusobuji riznorodé formy Marfanova syndromu (MFS) (Dietz et al., 1991). V roce 1991

byla zavedena tzv. Ghent diagnosticka kritéria pro stanoveni MFS, ktera byla v roce 2010

aktualizovana na zaklad¢ novych poznatkt (Loeys et al., 2010). Podobné klinické ptiznaky

jako u MFS vykazuji i dal$i onemocnéni pojivového aparatu jako jsou Loeys-Dietz

syndrom (LDS), Ehlers-Danlos syndrom nebo familiarni vyskyt hrudnich aneurysmat

a disekci (TAAD) (tabulka ¢. 1). Nejen klinické pfiznaky ale i mutace gend se u téchto

onemocnéni piekryvaji (Von Kodolitisch et al., 2010).

Tabulka ¢. 1: Patologie aorty - klinické ptiznaky a souvisejici geny

Onemocnéni Gen(y) Fe.notypovr)'f p,roje\i
(kardiovaskularni systém)
Marfantiv syndrom FBN1 dilatace a aneurysma aortadlniho koftene,
TGFBR2 dilatace pulmondalni arterie, dilatace nebo
disekce descendentni a bii$ni aorty
Ehlers-Danlos syndrom | COL3Al aneurysma a ruptury arterii stfedniho kalibru,
COL5A1 postihujici zejména hrudni a bfisni cévy, Casto
COL5A2 descendentni a bfisni aortu
Loeys-Dietz syndrom TGFBR1 Casné vznikajici a progresivni aneurysma a
TGFBR2 disekce, anerurysma distdln¢ od aortalniho
kotene, generalizovana arterialni tortuozita
Familiarni vyskyt TGFBR1 aneurysma a disekce hrudni aorty
aneurysmat a disekci TGFBR2
hrudni aorty (fTAAD) ACTAZ2
MYH11
MYLK
Bikuspidalni aortalni neznamy aortalni dilatace zahrnujici kofen aorty a jeji
chlopen ascendentni ¢ast, bez postiZzeni descendentni a
bfi$ni aorty
Autozomalné PKD1 dilatace kotene aorty a disekce hrudni aorty
dominantni polycysticka | PKD2
choroba ledvin
Turnerdv syndrom 45X aneurysma a disekce hrudni aorty
Neurofibromat6za NF1 aneurysmatické poSkozeni arterii, postihujici

bri$ni aortu
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Klinicky obraz aortdlni dilatace, které jsme se ve studii vénovali, se nejvice blizil

fenotypovym projevim MFS a proto byly zvoleny geny FBN1 a TGFBR2.
Gen pro fibrilin-1: FBN1

Gen pro fibrilin-1 FBN1 se nachazi na 15. chromozomu v oblasti g21.1 (15g21.1)
(Magenis et al., 1991) a sklada se z 65 exonu. Velikost genu je 237 kb genomické DNA
a korespondujici transkript je skoro 10 kb dlouhy (Biery et al., 1999, Pereira et al., 1993).
Maslen et al. (1991) poprvé izoloval cDNA klony pro fibrilinovy gen. Fibrilin-1 byl dale
charakterizovan a byla objasnéna organizace introni a exond v genu. Byla rovnéz
odvozena fyzicka mapa daného lokusu (Corson et al., 1993; Pereira et al., 1993). Skoro
vSechny domény podobné EGF jsou kdédovany jednotlivymi exony, disledkem toho je

fibrilinovy gen pomérné velky a kodujici sekvence jsou vysoce fragmentované.

Doposud bylo identifikovano pies 1 474 mutaci. Aktualizovany kompletni seznam
mutaci FBN1 genu lze nalézt v online muta¢ni databazi The Human Gene Mutation

Database (www.hgmd.cf.ac.uk).

Studie mutaci v FBN1 genu a jejich souvislosti s Marfanovym syndromem
a s ostatnimi fibrilinopatiemi nalezly ptedevs§im tii typy mutaci (Robinson et al., 2002).
Missense mutace reprezentuji zhruba dvé tretiny vSech mutaci v FBN1 genu. VétSina
z téchto mutaci ovliviiyje jednu ze 43 domén cbEGF oblasti fibrilinu-1 a obvykle dochazi
k substituci jedné baze v jednom ze Sesti vysoce chranénych cysteinovych zbytkd. Mutace
prerusuje jednu ze tii disulfidovych vazeb a pravdépobobné zpilisobuje Spatné slozeni
domény, coz ma nepfiznivy dopad na celkovou strukturu fibrilinu (Downing et al., 1996).
Substituce cysteinovych zbytkl v repeticich ¢cbEGF domén vedou k opozdéni sekrece
a ke snizenému ukladani fibrilinu do tkani. Dalsi typ missense mutaci ovliviiuje vazbu
vapniku, kterd ma také vliv na spravnou findlni strukturu proteinu. Pfi tomto typu poruchy
dochazi ke zhorSenému zacletiovani fibrilinu do extraceluldrni matrix. Obecné mohou
vSechny tyto typy mutaci zapficinit celou Skalu klinickych fenotypi od zéavaZného
neonatdlniho Marfanova syndromu po rizné mirné manifestace dil¢ich symptomu

Marfanova syndromu (Schrijver et al., 1999; Palz et al., 2000).

Priblizné 20 % vSech mutaci jsou ,,nonsense* mutace, kdy dochazi ke zméné cteciho

ramce predCasnym ukonCenim kodonu (premature termination codon - PTC). Bylo
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zaznamenano nékolik pfipadi téchto mutaci ve spojitosti S mirnymi klinickymi pfiznaky,
jako jsou naptiklad myopatie, prolaps mitralni chlopné, dilatace aorty bez disekce nebo
skeletalni a kozni abnormality (Dietz et al., 1993). Zaroven fenotyp klasického Marfanova
et al., 1999). Soubor mutaci, které¢ vznikaji chybami pii sestfihu (splicing) zahrnuje
pteskoceni celého exonu, retenci intronu, genomické delece a vytvofeni pseudoexonu
Vv ramci intronu. VéEtSina mutaci, kdy dochazi k preskoceni celého exonu, zachovava cteci
ramec a produktem je krat$i molekula fibrilinu, ktera se mize dale ucastnit formovani
mikrofibril. A protoze kvalita normalnich a mutantnich (zkracenych) monomerd fibrilinu
neni nijak kontrolovana, miize byt nasledna polymerizace (lateralni spojovani monomeri)
narusena a vést k vaznému poskozeni formace mikrofibril béhem elastogeneze (Liu et al.,
1996). Mutace v FBN1 genu mohou ovlivnit rizné aspekty bunééného metabolismu
fibrilinu, ale nejpodstatnéjsim disledkem mutaci je nepochybné to, ze do extracelularni
matrix je zaclenéno mensi mnoZzstvi tohoto proteinu. Fibrilin je produkovan normalnim
i mutovanym genem FBN1 a shlukovani do mikrofibril se Gi¢asni oba tyto proteiny. Fibrilin
Z mutovan¢ho genu muze silné narusit mnozstvi a intergritu ostatnich mikrofibril, mutace
v FBN1 genu maji tedy dominantné negativni efekt na formovani mikrofibril (Herkowitz,

1987; Milewicz et al., 1995).

Rizné typy mutaci mohou zpusobit odlisné fenotypy. Mutace zptisobujici Marfaniv
syndrom a ostatni fibrilinopatie jsou rozptyleny po celém genu. Analyzy, které
porovnavaly fenotypovy a genotypovy projev, zatim piinesly pouze nékolik zjisténi.
Zavedeni novych genetickych metodik, jako je naptiklad MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification), pomohlo odhalit a popsat exonové nebo celogenové
delece u nékolika pacientli. Zatimco delece jednoho nebo nékolika exonit FBN1 genu ¢asto
vedou k zavaznému projevu onemocnéni, delece celého genu jsou spojeny s mirnym nebo

s klasickym projevem MFS. (Furtado et al., 2011; Hilhorst-Hofstee et al., 2011).
Gen pro TGFB-receptor druhého typu (TGFBR2): TGFBR2

TGFBR2 patii mezi transmembranové proteiny se serin/threonin kinazovou aktivitou
a podili se na aktivaci n€kolika signalnich drah. TGFBR2 gen se nachazi na chromozomu
3p22 a TGFPR2 protein je kodovan 567 kodony rozdélenych v 7 exonech (Takenoshita et
al., 1996). Receptor TGFBR2 je aktivovan navazanim ligandu TGFB1, ktery poté tvori
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ligand-receptor komplex aktivujici TGFBR1 (Wrana et al., 1994). Signal je poté veden do
bunky fosforylaci Smad proteind, transkripénich faktorti. Extracelularni signal TGFB1 je
prenesen do cytoplazmy a tak se muze podilet ve spolupraci s kofaktory, které se vazou

k DNA, na regulaci genové transkripce.

TGFBR2 je soucasti n¢kolika bunéénych pochodii, jako jsou inhibice riistu, apoptdza,
proliferace a produkce ECM (Chang et al., 2002). TGFp signalizace mtze v cévni tkani
regulovat syntézu klicovych tkanovych proteini a degradacnich enzymi a zmény v této
signaliza¢ni draze mohou mit negativni vliv na funkci a strukturu normalni vaskuldrni
tkan¢ (Jones et al., 2009). TGFpB signalizace muze byt regulovana fibrilinem-1, ktery
vzajemné reaguje s latentnim TGFP vazebnym proteinem (Massam-Wu et al., 2010).
Plnohodnotny fibrilin-1 pravdépodobné brani zvySené signalizaci prostfednictvim
zadrzovani zasob inaktivniho TGFB1. Tento mechanismus se zda byt poruSeny v ptipadé
MFES, kde vede kzvySené tvorbé aneurysmat (Goumans et al., 2009). Disregulace
TGFB/Smad2 signalizace byla nalezena u aortalnich aneurysmat, at” byl jejich vyskyt
soucasti syndromu (napt. MFS) nebo byl vlivem degenerativnich zmén (Gomez et al.,

2009; Gomez et al., 2011).

Doposud byla prokazana souvislost mutaci v TGFBR2 genu s MFS, Loeys-Dietz
syndromem (LDS) a u familiarnich aneurysmat a disekci hrudni aorty (TAAD — thoracic
aortic aneurysm and dissection). Mutace a abnormalni exprese TGFBR2 genu jsou dale
spojeny s aterosklerozou a nékterymi typy rakoviny (Pannu et al., 2005a; Disabella et al.,
2006, Jones et al., 2009).

Doposud bylo identifikovano 95 mutaci. Aktualizovany kompletni seznam mutaci
TGFBR2 genu lze nalézt v online mutac¢ni databazi The Human Gene Mutation Database

(www.hgmd.cf.ac.uk).

2.2 Infarkt myokardu

Infarkt myokardu je definovan jako ischemicka loziskova nekréza srde¢niho svalu,
ktera vznika na zaklad¢é nahlého uzavéru ¢i vyrazného zuzeni v povodi levé nebo pravé

koronarni arterie. Ve vétSin€ piipadl se jedna o uzaver zpusobeny krevni srazeninou prave
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V misté¢ zizené koronarni arterie. Zcela vzacné mize byt postiZzeni zplsobeno zanétem
arterie, embolem nebo spasmem. Infarkt myokardu mtize postihovat levou i pravou srdecni
komoru, velikost nekrotické tkan¢ je rtizna podle mista a velikosti uzaviené koronarni

tepny (www.ikem.cz).

Po uzavéru koronarni arterie obvykle nasleduje ruptura, exulcerace ¢i mikroskopicka
trhlina aterosklerotického platu, agregace desti¢ek, netiplné obturujici trombus. Na uzavéru
se podili také doprovodny spazmus koronarni arterie. Velmi dilezita je aktivace desti¢ek
(zvySena agregace, zvySena vazba fibrinu na glykoproteinovy receptor GP IIb/Illa na
povrchu desti¢ek, zvySend produkce tromboxanu) a lokalni dysfunkce endotelu (sniZeni
tvorby prostacyklinu a relaxa¢niho faktoru tvofené¢ho endotelem — EDRF-endotelium-

derived relaxing factor).

Po uzavéru koronarni arterie jsou buitky myokardu schopny piezit piiblizné¢ 20 minut
se schopnosti uplné regenerace pii obnoveni davek kysliku. Obvykle béhem této doby
nedochazi k zadnym histologickym zménam, k poskozeni vlaken myokardu, k uvolnéni
biochemickych markerti nekrozy ani ke zménam na kiivce EKG (elektrokardiogram).
Pokud hypoxie trva déle, zaCinaji prvni bunky podléhat nekréze, tedy intravitdlnimu

odumirani bunc¢k a tkani. V okoli nekr6zy dochazi na rozdil od apoptozy k zanétlivé reakci.

Nekroza se obvykle rozsifuje od endokardu k epikardu a od centra ke krajim
ischemické oblasti. Postup nekrozy od endokardu k epikardu trva v rozmezi 4-12 hodin
(obvykle kolem 6 hodin, vyjimeéné az 24 hodin). Rychlost postupu nekrozy ovliviiuje
uplnost preruseni koronarniho pritoku, pfitomnost kolateralnich vétvi, spotieba kysliku
v myokardu (tj. vySe systolického tlaku a srdeéni frekvence) a trénovanost myokardu vici
ischémii (Davies, 2000). Jiz po nékolika vtefinach po uzavéru koronarni arterie zacinaji
mizet kontrakce ischemické casti myokardu. Vznika porucha kinetiky v povodi piislusné
koronarni arterie. Nejlehéi forma poruchy je oznacovan jako hypokineze (snizeni

vvvvvvvv

a pasivni systolické vyklenovani postizené oblasti) (Spacek a Widimsky, 2003a).

2.2.1 Myokard - struktura a funkce

Myokard ptredstavuje srdecni svalovinu tvofenou piicné pruhovanou svalovinou,

jednotlivé buinky se nazyvaji kardiomyocyty a tvoii 30-40 % bunék myokardu.
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Kardiomyocyty jsou protahlé bunky valcovitého tvaru, jejich délka je 50-100 pm
a pramér je 1020 pm. Tyto buiiky jsou zodpovédné za srdeéni kontrakci (Stejfa et al.,
2007). Povrch kardiomyocyti je kryt semipermeabilni membranou - sarkolemou, ktera
vystupuje do mimobunééného prostoru buiiky v misté oznacovaném jako Z linie, ve formé
sit¢ kanald a T tubuld (Aschermann, 2004). Funkci T tubulti je pfenos elektrického
impulzu do myocytl, kterym se spusti uvolnéni vapenatych iont ze sarkoplazmatického
retikula. Vapenaté ionty umoziuji vznik mistkti mezi aktinem a myozinem a navozeni
kontrakce. Sarkoplazmatické retikulum tvofi systém kanalkli omotavajicich myofibrily
jako sit. Na jeho povrchu se nachézeji ribozomy. Sténa sarkoplazmatického retikula je
tvorena lipidovou dvouvrstvou (Stejfa et al., 2007). Kardiomyocyty tvoti kolagen typu IV,
ktery je soucasti jejich bazdlni membrany. VétSinu bun¢k v myokardu tvoii predevsim

fibroblasty, dale pak zde nalézame endotelialni buniky, bunky hladké svaloviny cév a jiné.

Fibroblasty jsou buniky mezenchymalniho ptvodu, které produkuji intersticialni
kolagen typu I, Il a VI. Vnormalni srde¢ni tkani jsou fibroblasty v kontaktu
s kardiomyocyty. Mnozstvi fibroblastl v pribéhu zivota a starnuti nartsta az o dvé tietiny.
Srdecni fibroblasty patii mezi hlavni regulatory ECM myokardu a jsou zodpovédné za jeho
strukturélni, biochemické, mechanické a elektrické vlastnosti. Udrzuji homeostazu ECM
a produkuji faktory (cytokiny, ristové faktory, MMP a jiné), které¢ udrzuji rovnovahu mezi

syntézou a degradaci slozek pojivové tkané (Kanekar et al., 1998).

Fibroblasty jsou také nazyvany ,,sentinelovymi‘ buiikami, nebot’ funguji jako lokalni
imunomodulatory a modulatory srde¢ni elektrofyziologie. Za patologickych stavii se
srde¢ni fibroblasty mohou diferencovat v myofibroblasty, které maji lepsi mobilni
a kontraktilni schopnosti a jsou schopny vétsi syntézy proteini ECM. Aktivované srde¢ni
myofibroblasty se podstatnou mérou podili na odpovédi na IM (Porter
a Turner, 2009; Van den Borne et al., 2010). V akutni fazi vyluéuji proteolytické MMP,
které degraduji stukturdlni komponenty ECM, umoznuji tim pfisun zanétlivych bunck
a myofibroblasti do oblasti zasaZené infarktem a podporuji revaskularizaci. Nésledné
syntetizuji nové proteiny ECM (pfedevSim fibrilarni kolagen typu 1 a III), které jsou
nezbytné pro vytvoreni jizvy a aktivné se podileji 1 na stahovani kraji rany. Dale také
syntetizuji a vylucuji fadu cytokinti (IL-la, IL-18, IL-6, IL-10 a TNFa), které pomaha;ji
udrzet zanétlivou odpovéd’ na poskozeni (Baum a Duffy, 2011). Myofibroblasty tedy hraji
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klicovou roli v procesu casné remodelace poskozené srdecni tkan€ a sviij fenotyp mohou

meénit Z degradacniho na syntetizujici.

Srde¢ni remodelace je Casto spojena s fibrozou (excesivni proliferace fibroblastl
a nartst obsahu protient ECM). Rist fibrézni tkané je dan proliferativnim potencidlem
fibroblastt, ktery kupiikladu u kardiomyocytt chybi (Porter a Turner, 2009). Fibroza
indukuje ztuhnuti myokardu a pfispiva tim k jeho dysfunkci.

Extracelularni matrix vytvari prostiedi mezi rozdilnymi typy bunék myokardu
a poskytuje podpirnou strukturdlni sit’, kterd udrzuje srde¢ni geometrii béhem srde¢niho
cyklu. ECM je vysoce adaptivni struktura, kterd je pii mechanickém stresu,
neurohormonalni aktivaci, zanétu a oxida¢nim stresu schopna dynamické regulace (Kirk et
al., 2009). Myokardialni ECM se sklada ze sité fibrilarniho kolagenu, -elastinu,
nekolagennich glykoproteind, proteoglykanti a z bioaktivnich signalnich molekul (Scott-
Burden, 1994). Do skupiny glykoproteinii nekolagenniho typu mulzeme zafadit
fibronektiny (tj. dimerické glykoproteiny pfitomné v ECM a v krvi, majici vliv na
morfologii bun€k, na adhezi, migraci a diferenciaci bunc¢k diky vazb& na integriny)
a laminin (pattici mezi heterogenni glykoproteiny slozené z a, p i y fetézcl, primarné
lokalizovany v bazalni membrang). Jejich vliv na bunécné funkce se projevuje vazbou na
integrinové a non-integrinové receptory (Egeblad a Werb, 2002). Dale do skupiny
glykoproteinii patii chondronektin, osteonektin a osteopontin (Cech a Horky, 2011).
Proteoglykany vznikaji postransla¢ni modifikaci glykosaminoglykanovych fetézci. Do této
skupiny fadime perlekan, ktery je nejéastéj$im heparan-sulfatem proteoglykanti na bazalni
membrané, dale versikan (hlavni chondroitin-sulfat proteoglykanu v nechrupavcitych
tkanich), syndekan, glypikan a antigen CD44. Dilezitou soucasti ECM je bazalni
membrana (oddélujici buiiky epitelu od zakladniho stromatu), ktera je tvofena kolagenem

typu IV a lamininem (Egeblad a Werb, 2002).

Vlakna kolagenu vytvaieji sitovitou strukturu. Molekula kolagenu je tvofena tfemi
a fetézci, které tvoti trojity helix (Egeblad a Werb, 2002). Tenkou vlaknitou strukturou
vlakna kolagenu je fibrila skladajici se z jest¢ tenCich vlaken oznacovanych jako
mikrofibrily. Kolagen se déli do nékolika skupin odliSujicich se od sebe typem
polypeptidovych fetézcli. Myokardialni fibrilarni kolagen typu I a III zajiStuje

strukturdlni integritu sousedicich myocytd. UdrZzeni rovnovdhy mezi produkci
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a degradaci kolagenu typu I je rozhodujici pro udrZeni tkanové i organové intergity véetné
procesu reparace tkan¢ v reakci na poskozeni. Tato rovnovédha je regulovana na
transkripéni Grovni riznymi cytokiny (TGFB, TNFa — tumor nekrotizujici faktor alfa).
Depozice kolagenu jsou ve zdravém dospélém srdci velmi malé. Béhem starnuti se zvysuje
podil tzv. ,cross-linked* kolagenu, coz vede k tuhnuti tkan¢. U patologickych stavii, jako
jsou hypertrofie, srde¢ni selhani a IM, byva podil kolagenu dramaticky zvyseny.
Diskontinuita sité fibrilarniho kolagenu miize podporovat remodelacni mechanizmy, které

ptispivaji k dysfunkci levé komory a k jeji postupné dilataci (Spinale, 2007).

Proteiny ECM, které moduluji interakce bunka-matrix, nazyvame matricelularni
proteiny. Jejich exprese je vysoka béhem embryogeneze, postnatalné témét chybi. Znovu
se objevuje jako reakce na poskozeni tkdné. Mezi nejlépe popsané matricelularni proteiny
patii osteopontin (OPN) a trombospondin 1 a 2 (TSP1, TSP2). Dal§imi zastupci jsou
napiiklad tenascin-C (TN-C), tenascin-X (TN-X) a osteonektin (Schellings et al., 2004).

V ECM myokardu se také mohou nachazet matrix metaloproteinazy (MMP), které se
zde podili na regulaci buné¢ného rustu, migrace, bunétného pieziti a na angiogenezi.
MMP jsou syntetizovany predevsim fibroblasty, ale také kardiomyocyty a endotelialnimi
a prozanétlivymi buitkami. Aktivita MMP je inhibovana skupinou endogennich proteint,
které nazyvame tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMP). Angiotenzin 11, TGFB
a TNFa se ucastni regulace hypertrofie myocytil, proliferace fibroblastli a zmén proteinti
v ECM. Angiotenzin II dale stimuluje expresi genti pro kolagen a pro jeho syntézu,
a redukuje degradaci kolagenu prostfednictvim snizeni aktivity MMP v srde¢nich
fibroblastech. Endotelin-1 indukuje hypertrofii myocyti a stimulaci tvorby kolagenu
(Spinale, 2007).

2.2.2 Molekularni pochody podilejici se na infarktu myokardu

V souvislosti s infarktem myokardu dochazi k vyraznym zméndm na molekularni
a bunécné tUrovni v ischemickém lozZisku 1 v oblastech mimo ng. Béhem tohoto
komplexniho dé¢je, na kterém se podili fada riznych mechanismi, dochazi ke zménam
velikosti, tvaru a funkce levé komory — k srde¢ni remodelaci (Lindsey, 2004; Lindsey
a Zamilpa, 2012). Po infarktu myokardu se v postizené srdecni tkani rozbihaji hojivé

mechanismy a zaroven dochazi k zanétlivym a remodela¢nim procestim.
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Reparaci infarktem poskozené tkané muzeme rozdélit do 3 fazi, které se navzajem
prekryvaji: zanétliva, proliferacni a dozravaci faze (tabulka ¢. 2) (Dobaczewski et al.,
2010; Chen a Frangogiannis, 2013). V prvni fazi, hned po uzavéru koronarni arterie
a nekroze tkan€, dochazi k degradaci ECM, Kk vyplaveni zanétlivych bunék do oblasti
primarniho loziska a k indukci bioaktivnich molekul (peptidy a cytokiny). Degradace ECM
zanétlivych buné€k, proliferaci a zrani makrofaga a fibroblastl, ale také pripravuje vhodné
vnitini uspotadani pro naslednou tvorbu jizvy. Rada studii, které zkoumaly nejéasnéjsi dgje
Vv ECM po infarktu myokardu, potvrzuje ubytek formaci kolagenu a zvySeny vyskyt
hydroxyprolinu (aminokyselina, ktera se primarné nachazi v kolagenu) v ischemické tkani
a to jesté pred vyplavenim zanétlivych bunék do loziska. Nasledny ptfisun zanétlivych
bunék do ischemické oblasti je doprovazen dalsi proteolyzou bunéénych a ECM proteind.
Proliferace a diferenciace fibroblast a dalSich intersticialnich bunék je dale stimulovana.
Zanétliva odpoveéd kulminuje v 1. a 2. tydnu po IM a v prubéhu 3. a 4. tydne se pomalu

snizZuje.

Prolifera¢ni faze je spojena s aktivaci stop signalt, které tlumi zanétlivou odpoveéd’
(Frangogiannis, 2012). Inhibi¢ni cytokiny, jako jsou IL-10 a TGFp, se pravdépodobné
vyznamné podileji na potlaceni syntézy prozanétlivych cytokini a chemokinil
(Dobaczewski et al., 2011). Dominantnimi bufikami této faze jsou fibroblasty, které za
prispéni vngjSich faktori meéni sviij fenotyp. Vzniklé myofibroblasty maji strukturu
podobnou buitkam hladké svaloviny (obsahuji kontraktilni vldkna) a funk¢éné se podobaji
synteticky aktivnim fibroblastim (Hinz, 2010). V reakci na poskozeni srde¢ni tkané se ve
fibroblasty mohou transformovat také endotelidlni a epitelové bunky nebo
i hematopoetické bunky, které se cilené pohybuji do loziska (Wynn a Ramalingam, 2012).
Jejich potencidl je vysoce migraéni (pfesun bunck do oblasti loziska) a proliferacni

(robustni syntéza proteint ECM).

Ve fazi dozravani (tvorba jizvy) se v myokardu postupné zvySuje podil kolagenu,
zatimco leukocyty, vaskularni bunky a fibroblasty/myofibroblasty se vytraceji,
pravdépodobné diky apoptdze. Po dokonceni reparativnich procesit mohou byt v reakci na
zvysSené napéti chronicky aktivovany fibroblasty, které se nachdzeji mimo lozisko. Tyto
buniky se diky své produkci matrixovych proteint a protedz mohou podilet na remodelaci
srde¢ni komory a na jeji dysfunkci (Chen a Frangogiannis, 2013).
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Tabulka ¢. 2: Zmény funkce a fenotypu fibroblasti v pribéhu hojeni po IM (pfevzato
z Chen a Frangogiannis, 2013)

Fenotyp o
buiiky Aktivita Genova exprese
Zanétliva | zanétlivé aktivace inflamazomu | syntéza chemokint a
faze fibroblasty cytokintl, exprese proteaz
Proliferacni | aktivované migrace, proliferace, | syntéza kolagenu, exprese
faze myofibroblasty | zvySena schopnost matricelularnich proteint,
kontrakce rany, pfisun | syntéza kontraktilnich
progenitorQ proteind (a-SMA), exprese
fibroblasti MMP a TIMP
Faze HKlidoveé* apoptoza, ztrata redukce syntézy (?), snizena
dozravani | fibroblasty myofibroblastového exprese a-SMA (?), aktivace
fenotypu (?) pro-apoptickych gent (?)

(?) - dosud hypotetické predpoklady

Remodelace levé komory je proces, ktery se mize vyvijet nékolik mésici nebo i let
a je rozhodujici pro dalsi vykon a funkci myokardu. Maze byt povazovan za nezavisly

ukazatel morbidity a mortality (Frangogiannis et al., 2002).

2.3 Matrix metaloproteinazy (MMP)

Matrix metaloproteinazy tvoti skupinu 25 druht zinek-dependentnich protedz, které se
podileji na remodelaci zdkladnich sloZek extracelularni matrix za soucasné podpory
aktivace bunécné proliferace, migrace, diferenciace, apoptézy a angiogeneze (Spinale,
2007). Tyto enzymy jsou zapojeny do mnoha fyziologicko-patologickych procest, jako
je rust a remodelace kosti a dalSich tkani, hojeni, dile pak nadorové bujeni, artritida
a roztrouSena skler6za (Sbardella et al., 2011). Za fyziologickych podminek jsou MMP
v dospélych tkanich témét nedetekovatelné. Za patologickych podminek, pfi poranéni,
nemoci nebo téhotenstvi je jejich exprese zvysena a mizeme je tedy detekovat (Bellayr
et al., 2009).
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Sekretované enzymy jsou produkovany neutrofily, makrofagy, fibroblasty a dal$imi
bunkami v inaktivni podob¢ jako vétsi prekurzory proteinii zvané zymogeny. Pro plné
pusobeni musi byt aktivovany. K aktivaci enzymia dochazi odstépenim zymogenu vlivem
vnéjSich signalii (cytokinti, rastovych faktorti, hormoni, interakci matrix-buiikka nebo
interakci bunka-bunka). Jejich fizend aktivace je nezbytna, jinak by dochazelo
k nekontrolovanému S$tépeni vlastnich bilkovin. Optimalné MMPs funguji za

fyziologického pH (Grofova, 2006).

2.3.1 Klasifikace MMP

MMP enzymy jsou klasifikovany na zakladé ruznych rozdili. Historicky jsou tyto

enzymy clenény podle substratové specificity. Lze je rozdélit do Sesti nasledujicich skupin:

1) Kolagenazy (MMP-1, MMP-8, MMP-13 a MMP-18). Jejich funkci je degradace
alfa sroubovic intersticialniho kolagenu. Kolagenazy se 1isi od ostatnich MMP schopnosti
Stépit Sroubovice kolagenu v nativnim stavu pii neutralnim pH, mezi sebou se 1isi riznou

substratovou specificitou.

2) Gelatinazy / zelatinazy (MMP-2 a MMP-9). Jsou schopny enzymaticky zpracovat
rizné substraty ECM. Primarné §t€pi denaturovany kolagen (gelatin) a neporuseny kolagen
typu IV v bazalnich membranach. Nachazeji se témét ve vSech typech bunék. Mohou také
Stépit denaturovany kolagen ostatnich typu, fibronektin, elastin a agrekan (Zitka et al.,
2010). Kromé& domény podobné hemopexinu (hemopexin-like domény) je pro gelatinazy
charakteristickd pfitomnost domény vazajici kolagen, kterd se vyskytuje na jejich
katalytické doméné a je slozena ze tii repetic podobnych fibronektinu II (fibronektin

I1-like) a z domény preferujici vazbu fibrilarniho kolagenu typu 1.

3) Stromelyziny (MMP-3, MMP-10 a MMP-11). Jsou schopny hydrolyzovat kolagen

typu IV, ale nejsou schopny S$tépit fibrilarni kolagen typu I. Maji vesmés Sirokou

substratovou specificitu, krom¢ toho miizou $tépit dalsi MMP (Zitka et al., 2010).

4) Matrilyziny (MMP-7 a MMP-26). Nemaji hemopexin-like doménu, jsou schopny

zpracovat kolagen typu V.
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5) MMP membranového typu (MT-MMP) (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24 a MMP-25). Asociuji s plazmatickou membranou. Obsahuji navic C-koncovou

doménu piitomnou v intermembranové oblasti, ktera je doplnéna o cytoplasmatickou ¢ést.

6) Ostatni MMP nemohou byt zahrnuty do Zadné z vySe uvedenych tfid a proto jsou
uvadény oddélené. Mezi vice prozkoumané patii napiiklad makrofagova elastaza
(MMP-12), ktera mize $tépit elastin a dalsi substraty a umoziuje makrofagim penetrovat
bazalni membranu a tim se podili na prestavbé zanétlivé tkané (Zitka et al., 2010). Dalsi

MMP spolu s popisem specifickych substrati jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Klasifikace MMP (ptevzato ze Sekhon, 2010 a Zitka et al., 2010)

Nomenklatura Nazev Substraty Lokus
MMP-1 Kolagenaza-1 | kolageny (I, 11, II, VII, VIl a X), | 11022-923
(intersticialni | zelatina, agrekan, L-selektin,
kolagenaza) | IL-1B, proteoglykany, entaktin,
ovostatin, MMP-2, MMP-9
MMP-2 Gelatinaza A | kolageny (I, IV, V, VII, X, Xl a 16913
(gelatinaza XI1V), zelatina, elastin,

72 kDa) fibronektin, agrekan, MBP,
osteonektin, laminin-1, MMP-1,
MMP-9, MMP-13
MMP-3 Stromelyzin-1 | kolageny (I, 1V, V a IX), 11923
zelatina, agrekan, perlekan,
dekorin, laminin, elastin, kasein,
osteonektin, ovostatin, entaktin,
plasminogen, MBP, IL-13, MMP-
2/TIMP-2, MMP-7, MMP-8,
MMP-9, MMP-13
MMP-7 Matrilyzin-1 | kolageny (IV a X), Zelatina, 11921-q22
agrekan, dekorin, fibronektin,
laminin, entaktin, elastin, kasein,
transferin, plasminogen, MBP,
B4-integrin, MMP-1, MMP-2,
MMP-9, MMP-9/TIMP-1

MMP-8 Kolagenaza-2 | kolageny (1, II, 11, V, VII, VIIl a 11921-922
(neutrofilni X), Zelatina, agrekan, fibronektin
kolagenéza)
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Tabulka ¢. 3: Klasifikace MMP (pfevzato ze Sekhon, 2010 a Zitka et al., 2010) - pokradovani

Nomenklatura Nazev Substraty Lokus
MMP-9 Gelatinaza B kolageny (1V, V, VII, X a XIV), 20911.2-
(gelatinaza zelatina, entaktin, osteonektin, gl3.1
92 kDa) fibronektin, elastin, plasminogen,
agrekan, MBP, IL-13
MMP-10 Stromelyzin-2 | Kolageny (111-V), Zelatina, kasein, | 110922.3-023
agrekan, elastin, MMP-1, MMP-8
MMP-11 Stromelyzin-3 | neznamé (pravdépodobné kasein) 22q11.2
MMP-12 Metaloelastaza | kolagen IV, Zelatina, fibronektin, 11qg22.2-
vitronektin, laminin, entaktin, q22.3
(makrofagova | elastin, kasein, fibrinogen, fibrin,
clastaza) plasminogen, MBP
MMP-13 Kolagenaza-3 | kolageny (I, II, I1I, IV, IX, X a 11g22.3
XIV), zelatina, plazminogen,
agrekan, perlekan, fibronektin,
osteonektin, MMP-9
MMP-14 MT1-MMP | kolageny (I-1II), Zelatina, kasein, 14911-q12
fibronektin, laminin, vitronektin,
entaktin, proteoglykany, MMP-2,
MMP-13
MMP-15 MT2-MMP | fibronektin, entaktin, laminin, 16q12.2-921
agrekan, perlekan, MMP-2
MMP-16 MT3-MMP | kolagen III, Zelatina, kasein, 8021
fibronektin, MMP-2
MMP-17 MT4-MMP | Zelatina, proMMP-2 12924
MMP-18 Kolagenaza-4 | kolagen I, II, 111, VIII, X), neznamy
zelatina, agrekan
MMP-19 RASI-1 kolagen I, Zelatina, agrekan, 12q14
fibronektin
MMP-20 Enamelyzin | amelogenin, agrekan, COMP 11g922.3
MMP-21 neznamy 1936.3
MMP-22 neznamy 1936.3
MMP-23 neznamy neznamy
MMP-24 MT5-MMP | fibronektin 20q11.2
MMP-25 MT6-MMP | pro-zelatinaza A, fibrin, 16p3.3
(leukolyzin) | fibronektin, kolagen IV, Zelatina
MMP26 Matrilyzin-2 | kolagen IV, Zelatina, fibrinogen, neznamy
Endometaza | fibronektin, vitronektin
MMP-28 Epilyzin neznamy 17911.2
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S rostoucim seznamem substratli pro MMP byl tento systém fazeni upraven a casto
jsou MMP ftazeny do skupin podle struktury. Nejpouzivanéjsi fazeni je na zaklad¢ pre-
syntetickych oblasti na chromozomech a rizné substratové specifity. Pro tuto klasifikaci se
pouziva ¢iselné oznateni MMP-1 az MMP-29 (MMP-29 zatim nebyla pojmenovana

a MMP-4, MMP-5 a MMP-6 neexistuji) (Sekhon, 2010).

2.3.2 Struktura MMP

Na zaklad¢ srovnani sekvence MMP je struktura ¢lenéna do nékolika domén (obrazek
¢. 1), které obvykle tvoii: Pro-doména/Pro-peptid obsahujici asi 80 aminokyselinovych
rezidui. Saha od N-konce ke katalytické doméné a je nezbytnd pro enzymovou latenci.
Cysteinova sulfatova skupina obsazend v N- koncové pro-doméné interaguje se Zn?
iontem a blokuje aktivni misto. Pro-domény nékterych MMP vykazuji rozpoznavaci
sekvenci pro tzv. ,furin-like proteazy“, které¢ jsou nezbytné pro Stépeni pro-domény

a naslednou aktivaci MMP.

kolagenazy
(MMP -1, -8, -13, -18)
stromelyziny
(MMP -3, -10, -11)

maltrilyziny
(MMP-7, -26)

MMP membranového
typu (MT-MMPs)

gelatinazy (MMP-2, -9) NG
N-terminalni A ; sy - 2 -
signélni sekvence N I katalyticka doména ~—— hemopexin doména .

transmembranova doména gy

m— P
kolagen vazajici doména (
cyctemovy spinad . cytoplazmaticki doména

rozpoznavaci sekvence O pantova oblast E—— konee gmm C

pro funn

Obrazek ¢. 1: Rozdéleni metaloproteinaz podle struktury (ptevzato z Chow et al., 2007)
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Katalyticka doména obsahuje dva Zn®* ionty, katalyticky - interagujici se tfemi
histidinovymi zbytky je zodpovédny za proteolytickou funkci a strukturalni Zn** iont -
interagujici se tfemi histidinovymi zbytky, jednim zbytkem kyseliny asparagové a nejméné

se dvéma atomy strukturalniho véapniku. Doména stabilizuje celou strukturu proteinu.

Hemopexin-like doména tato C-terminalni doména byla nalezena u vSech MMP,
kromé¢ MMP-7 a MMP-26, a je zodpovédna za rozpoznani a interakce se substratem,

s tkanovymi inhibitory MMP a molekulami bunécného povrchu (Sbardella et al., 2011).

2.3.3 Funk¢ni vlastnosti MMP

MMP $tépi prevazné strukturalni komplexy ECM a tim usnadituji pohyb bunék.
Vzhledem Kk tomu, ze bunky maji receptory pro jednotlivé struktury, které jsou soucasti
ECM (napiiklad integriny), dochazi S$tépenim téchto proteinit k ovlivnéni i jinych
bunécnych signalizaci a funkci. Kromé S§tépeni komponent ECM se MMP a souvisejici
proteinazy, jako jsou napiiklad ADAMS (A disintegrin and metalloproteinases) podili na
uvoliiovani membranové vazanych prekurzorti fady rastovych faktort. Tim je napiiklad
TGFo. Mezi dal§i substraty patii receptory pro ristové faktory. Stépenim dochézi
K uvolnéni extracelularnich domén, jejichz funkci je nalakat ligandy piislusnych receptord.
Dale MMP $tépi molekuly bunééné adheze. NemliZzeme opomenout ani Stépeni a aktivaci
vlastnich zymogennich forem a také $té€peni jinymi MMP a proteinovymi inhibitory
(Egeblad a Werb, 2002).

2.3.4 Syntéza a regulace MMP

MMP jsou syntetizovany ve formé inaktivnich proenzymi, neboli zymogend (pro-
MMP). Jsou vylucovany do ECM, kde dochazi k jejich vazbé na specificky protein. Pro
plné ptsobeni musi byt MMP aktivovana (Grofova, 2006). Aktivace MMP je zavisld na
cysteinovém spinaci, ktery je tvofen vazbou cysteinu v pro-peptidu se zinkem v katalytické
doméné (Kédhari a Saarialho-Kere, 1997). Pokud se vytvoii vazba mezi cysteinem a zZn?*
dojde tim k zablokovani aktivniho mista enzymu a substrat nebude navazan a nasledné
Stépen. Rozpojeni této vazby vede k aktivaci enzymu. Molekula vody se poté navdze na
Zn?* a nahrazuje cysteinovy zbytek po disociaci (Snoek-Van Beurden a Von Den Hoff,
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2005). Za fyziologickych podminek (in vivo) je pro-peptid odstépen pomoci proteaz
(vCetné serinové protedzy a nékterych ¢lentt MMP, nejcastéji plazminem) nebo pferusenim
interakce mezi pro-peptidem a katalytickym mistem fadou sloucenin (véetné reaktivnich
forem kysliku, peroxynitritu, alkyla¢nich latek, tézkych kovu a disulfidia) (Chow et al.,
2007; Bellayr et al., 2009). Vétsina MMP je tedy aktivovana vné buiniky pomoci jinych, jiz

aktivovanych MMP nebo pomoci serinovych proteaz.

Proteolytickd aktivita vSech metaloproteindz mize byt regulovdna rliznymi
mechanismy (Moses, 1996): na arovni genové exprese (transkripce), na trovni inaktivnich
proenzymil (zymogenil) a pomoci inhibice jejich proteolytické aktivity (specificka

a nespecificka).

Na transkrip¢ni urovni se do procesu zapojuje fada stimulatort, jako jsou (pfevzato

z Kandasamy et al., 2010):

e cytokiny: tumor nekrotizujici faktor alfa (TNFa), interleukin 1 beta (IL-1pB),
interleukin 6 (I1L-6)

¢ bioaktivni molekuly: angiotenzin Il (ANG Il), aldosteron, endotelin-1 (ET-1),

katecholamin norepinefrin (NE)
e matricelularni faktory: osteopontin (OPN) a trombospondin (TSP)

e ristové faktory: transformujici rhstovy faktor beta 1 (TGFB1), epidermalni

rustovy faktor (EGF)
e hormony: estrogen a melatonin
¢ hypoxie

Aktivitu MMP kontroluji rizné endogenni inhobitory. V okamziku, kdy se aktivované
MMP objevi v extracelularnim prostoru, mohou byt reverzibilné inhibovany. Hlavnim
inhibitorem MMP v tkanovych tekutinach a v plazmé je e@2-makroglobulin, ktery vaze
MMP a tvoii spolecné komplex, ktery je vdzan na scavengerové receptory. Poté jsou
nevratné odstanény endocytdozou. Trombospondin-1 vaze pro-MMP-2 a pro-MMP-9 a tak
ptimo inhibuje jejich aktivitu. Trombospondin-2 inhibuje MMP podobnou cestou jako

a2-makroglobulin - usnadiuje zlikvidovani MMP pomoci endocytdézy po piedchozim
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navazani na scavengerové receptory (Egeblad a Werb, 2002). Mezi dalsi patii regulatory
EMMPRIN (extracellular MMP inducer), RECK (reversion-inducing cystein-rich protein
with kazal motifs) a TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase, tkanové inhibitory

metaloproteinaz).

2.3.5 Tkanové inhibitory metaloproteinaz - TIMP

Nejvice studovanou skupinou endogennich inhibitort MMP jsou TIMP. Jsou to
nizkomolekularni proteiny (~190 aminokyselin), které¢ se reverzibilné vazou na aktivované
MMP v poméru 1:1 a inhibuji jejich aktivitu. TIMP maji schopnost navazat se na
katalytickou doménu aktivni MMP a tim zabrani navazani substratu. Skupina TIMP je
slozena ze 4 zastupct TIMP-1, -2, -3 a TIMP-4. Jednotlivi zastupci skupiny TIMP se od
sebe 1isi biochemickymi vlastnostmi, tkanovou expresi a schopnosti inhibovat rizné MMP

(Gill a Parks, 2008).

TIMP-1 inhibuje aktivitu vétSiny MMP s vyjimkou MMP-14. Preferencné tvorii
komplex s MMP-9 (Stamenkovic, 2003).

TIMP-2 inhibuje téméf vSechny MMP az na MMP-9 a preferencné se vaze na
MMP-2. TIMP-2 je sekretovan spolu s MMP-14 a vytvafi tfidilny komplex s MMP-14
a latentni MMP-2 (Hemmann et al., 2007). Tento komplex do jist¢é miry aktivuje Ci

inhibuje aktivitu MMP-2, coz zavisi na mnozstvi navazaného TIMP-2 (Lu, 2004).

TIMP-3 ma podobnou strukturu jako TIMP-1 a TIMP-2. Zatimco TIMP-1, TIMP-2
a TIMP-4 jsou volné secernované proteiny, TIMP-3 je zakotvena v ECM. TIMP-3 inhibuje
aktivitu pouze u MMP-1, -2, -3, -9 a -13 (Ké&héri a Saarialho-Kere, 1997).

TIMP-4 se vaze na MMP-1, -2, -3, -7 a -9. Mozny prognosticky potencial tohoto
inhibitoru byl popsan v souvisloti se srde¢nim selhanim. Koskivirta et al. (2006)
zaznamenali zvySenou expresi TIMP-4 u poruch kardiovaskuldrniho systému, které byly

spojeny se zanétlivou reakci.
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2.3.6 MMP a kardiovaskularni poruchy

V souvislosti s IM bylo popsano nékolik druhit MMP a vSechny ¢tyii znamé TIMP,
jejich producenty uvadi tabulka ¢. 4. Za fyziologickych podminek je pomér MMP a TIMP
striktné regulovan a proteolyticka aktivita v myokardu je pod kontrolou. Pfedpoklada se, ze
nerovnovaha mezi hladinami MMP a TIMP je faktorem, ktery se podili na poskozeni

myokardu po ischemické ptihod¢ (Schulz, 2007).

Tabulka ¢. 4: Exprese MMP a TIMP v bunkach, které se podileji na odpovédi na IM
(Lindsey a Zamilpa, 2012)

Typ bunky Exprimované MMP a TIMP
Srde¢ni myocyty MMP-1, -2, -3, -7, -9, -14, TIMP-1, -4
Srdecni fibroblasty MMP-1, -2, -3, -9, -13, -14, TIMP-1, -2
Myofibroblasty MMP-2, -14
Neutrofily MMP-8, -9
Makrofagy MMP-1, -3, -7, -8, -9, -12
Endotelialni bunky MMP-2, -9
Bunky cévni hladké svaloviny MMP-2, -9

Pfedmétem zajmu této prace bylo porovnavani metaloproteinaz ze skupiny gelatinaz —

MMP-2 a MMP-9.

MMP-2 (gelatinaza-A, 72-kDa gelatinaza) se nachazi témér ve vSech typech bunék
a degraduje denaturovany kolagen (gelatin). MMP-2 §tépi nativni kolagen typu I a hraje
dulezitou tlohu v remodelaci kolageni ECM (Kéhéri a Saarialho-Kere,1997). Je jednou
z nejvice studovanych proteinaz v souvislosti s kardiovaskularnim onemocnénim. Byly
popsany tfi mechanismy aktivace pro-MMP-2: autokatalyticka aktivace, aktivace zavisla
na TIMP-2 a aktivace zavisla na systému (uPA)/plasmin (uPA — urokinazovy aktivator
plazminogenu), ktery je aktivovan na povrchu buiky (Cao et al., 1996; Will et al., 1996;
Kinoshita et al., 1998; Overall et al., 2000).

Zvyseni hladin MMP-2 bylo naptiklad popsano v souvislosti se zavaznosti systolické

dysfunkce levé komory u pacientl s hypertrofickou kardiomyopatii (Noji et al., 2004).
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U akutniho infarktu myokardu bylo prezentovano postupné zvySovani plazmatickych
hladin MMP-2 od nastupu ataky s maximy 21. den (Hojo et al., 2001). Pasterkamp et al.
(2000) prokazali vyssi hladiny MMP-2 piimo v atreosklerotickém plaku koronarnich
arterii. Hladiny MMP-2 byly podrobné studovany také ve vztahu k srdeCnimu selhani.
Yamazaki et al. (2004) uvadéji, ze plazmatické hladiny MMP-2 jsou signifikantné vyssi
u pacientll s t€zZkym kongestivnim srdecnim selhanim oproti skuping se stfednim stupném,
a to bez vazby na podklad tohoto onemocnéni - dilatacni kardiomyopatii, ischemickou
chorobu srde¢ni anebo chlopenni onemocnéni. Zvysena exprese MMP-2 a TIMP-2 byla
popsana u stenotickych aortalnich chlopni ve srovnani s kontrolnimi chlopnémi
u laboratornich potkand. Vysledky z in situ zymografie dokladaji, z2 MMP-2 je pfitomna
v normalnich chlopnich jako inaktivni proenzym, ktery je aktivovan prave ve stenotickych
chlopnich (Kaden et al., 2004). MMP-2 je také aktivovana u modelu srde¢niho selhani, a to
jak se systolickou, tak s diastolickou dysfunkci (Nishikawa et al., 2003). Aktivovana
MMP-2 miize tedy byt ¢astecné zodpovédna za ztencéeni komory u obou typti srde¢niho
selhani, coz mé za nasledek zvyseni plniciho tlaku v levé komofte, plicni kongesci a rozvoj

srde¢niho selhani.

Gen pro gelatinazu A se nazyva MMP2 a je umistén na chromozomu 16q13. Gen je
17 kb dlouhy a je tvofen 13 exony (o délce v rozmezi 110 - 901 bp) a 12 introny (o délce
v rozmezi 175 — 4 350 bp). Gen kodujici MMP-2 se 1i8i od ostatnich MMP neptitomnosti
TATA boxu a vazebnych mist pro transkripéni faktor AP1 (aktivator protein 1) v ramci

oblasti promotoru (Huhtala et al., 1995).

MMP-9 (gelatinaza-B, 92-kDa gelatinaza) hraje dileZitou roli v remodelaci tkani
spolu s MMP-2. Degraduje podobné substraty jako gelatinaza-A a navic §tépi kolagen typu
Il a V (Kahéri a Saarialho-Kere, 1997). Zaroven se podili na migraci leukocytt. Prostfedi
s vysokou expresi MMP-9 v ran¢ mize svédCit o zanétu a Spatném hojeni ran (Liu,
2009). Béhem akutni faze infarktu myokardu se v postizené srde¢ni tkani akumuluje veliké
mnozstvi zanétlivych bunck a to je doprovazeno markantnim zvySenim hladiny MMP-9.
V této ¢asné fazi jsou hlavnim zdrojem MMP-9 neutrofily, v pozdéjsich fazich po IM jsou
to makrofagy, lymfocyty a fibroblasty. V neutrofilech je MMP-9 syntetizovana v prub&hu
diferenciace granulocytli v kostni dieni a k jeho uvolnéni dochazi po aktivaci neutrofilt
(Jonsson et al., 2011). V ischemickém lozisku byl pozorovan v souvislosti se zvySenou
infiltraci neutrofild a makrofagd napadny narist MMP-9 aktivity ve dnech 1-4 po IM (Tao
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et al., 2004; Mukherjee et al., 2010). MMP-9 hraje kli¢ovou roli v remodelaci levé komory
a byla popsana také pozitivni korelace mezi remodelaci levé komory a ¢asnou vysokou
koncentraci MMP-9 v plazm¢ (Kaden et al., 2003; Kelly et al., 2007). O MMP-9 se mimo
jiné také Casto hovofi jako 0 mozném predikcénim faktoru fatdlnich komplikaci u pacientti
s onemocnénim koronarnich tepen (Blankenberg et al., 2003). Enzym je kodovan genem

MMPO9, ktery se naléza na chromozomu 20g11.2-q13.1.
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3 Cile prace

3.1 Cile u souboru pacientii s vadou aortalni chlopné

1) Zvolit a analyzovat geny, které maji vliv na elastické vlastnosti ascendentni aorty
u studovanych soubort
I. Analyzovat vybrané useky FBN1 genu
ii. Analyzovat TGFBR2 gen
2) Stanovit hladiny MMP-2 a MMP-9 v séru a porovnat naméfené hodnoty u souboru
pacientli s vadou aortalni chlopné doprovazenou dilataci ascendentni aorty (AAD),
u pacientl s vadou aortalni chlopné bez dilatace (NAAD) a u kontrolniho souboru.
3) Korelovat namétené koncentrace MMP a vék, pohlavi a miru postizeni ascendentni
aorty u pacienti AAD a NAAD.
4) Nalézt mozné rozdily v klinickych a biochemickych parametrech zaznamenanych

u pacienti AAD a NAAD a zhodnotit jejich vztah k projevu onemocnéni.

V soucasnosti nejsou k dispozici studie, které by popisovaly vliv genid nebo
tkanovych faktorti na rozvoj dilatace u pacientii operovanych pro vadu aortalni chlopné
a které¢ by umoznovaly jejich prostiednictvim monitorovat miru aortdlniho postizeni.
Z molekularné genetického hlediska se jako pravdépodobna pficina aortalni dilatace jevi
mutace nékteré ze sloZek elastickych vldken hojné€ zastoupenych v aortalni sténé. Pomoci
genetické analyzy chceme posoudit potenciadlni podil gent, které ovliviuji elastické
vlastnosti aortalni tkdné, na patologii dilatace ascendentni aorty u uzce specifikovaného

souboru pacienti.

Jestlize v aortalni tkani probihaji néjaké patologické pochody, je také vysoce
pravdépodobné, ze zde v urcité mife dochazi i k destrukci a remodelaci tkané. Téchto
procest se miZe Ucastnit fada proteaz, specialné riizné typy matrix metaloproteinaz. Cilem
bylo stanovit hodnoty MMP-2 a MMP-9 vséru pomoci imunometrickych analyz
u sledovanych souborti pacientll a nalézt mozny vztah hladin MMP-2, MMP-9 a dalsich

parametrl ke klinickému projevu aortalniho onemocnéni.
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3.2 Cile u souboru pacientii s primarnim infarktem myokardu

1) Stanovit hladiny MMP-2 a MMP-9 v séru a porovnat naméfené hodnoty zjisténé
Vv akutni f4zi (do 24 hodin od prvnich pfiznakd IM) s hodnotami naméfenymi pii
kontrole po 6 mésicich od udalosti.

2) Nalézt mozné rozdily v klinickych a biochemickych parametrech a koncentracich
MMP-2 a MMP-9 v séru u souboru pacientt, ktefi se nedozili kontroly po
6 mésicich, oproti pacientim, ktefi se dozili kontroly po 6 mésicich.

3) Stanovit a posoudit koncentrace MMP-2 a MMP-9 v ¢asovém obdobi 0 - 24 hodin
po zaznamendani prvnich ptiznakt IM.

4) Stanovit a posoudit miru exprese u vybranych metaloproteinaz a jejich modulatora

Vv ¢asné fazi po IM u pacientl s primarnim vyskytem akutniho IM za pouziti vzorku
periferni krve smichané s RNAlater”.

5) Posoudit vhodnost metodik ¢ipové analyzy a imunologické analyzy pro typovani

a sledovani markert souvisejicich s IM.

Pomoci proteomickych analyz chceme stanovit serologické hladiny MMP-2 a MMP-9
v Casné fazi po IM (do 24 hodin po zaznamenani prvnich pfiznaki) a po
6 mesicich po IM. Pfedpokladdme, Ze u pacientd s primdrnim vyskytem IM a s fatalni
prognézou (amrti do 6 mésicti po IM) je mozné nalézt statisticky signifikantni rozdily

v naméfenych biochemickych a imunologickych parametrech.

Chceme zjistit, jaké vysledky nam mohou pfinést vySetieni provedena z periferni krve.
Z etického hlediska jsou vhodné co nejméné invazivné dostupné materialy, jejichz odbér
znamena minimalni zatéz pro pacienta Vv akutnim stavu. Cilem bylo nalézt metodiky
stabilizace odebiraného vzorku (periferni krve) a nasledné purifikace testované¢ho agens
tak, aby mohl byt pouzit pro &ipovou analyzu. Cipova analyza by mohla pfinést cenné
informace ohledn¢ miry exprese vybranych metaloproteindz a jejich modulatorti. Na
zékladé vysledkti dosazenych z ¢ipové analyzy a z proteomickych analyz posoudit

vhodnost téchto metodik pro detekci markert z periferni krve u pacientl s akutnim IM.
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4 Material a metody

4.1 Soubory pacienti

4.1.1 Pacienti s vadou aortalni chlopné

Na II. chirurgické klinice kardiovaskularni chirurgie VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze bylo v obdobi od ledna 1996 do prosince 2004 operovano 695 pacienti s vadou
aortalni chlopné. Dominantni aortdlni stendza byla pfitomna u 407 pacienti a dominantni
aortalni insuficience byla zaznamenana u 288 pacientli. Dilatace ascendentni aorty se
projevila u 38 pacientl s aortalni sten6zou a u 28 pacientd s aortalni insuficienci. Téchto
66 pacienti s konkomitantni dilataci ascendentni aorty bylo kontaktovano a ztoho

28 souhlasilo s ucasti ve studii a podepsalo informovany souhlas.

Dilatace ascendentni aorty U nami zkoumanych pacientti anatomicky zasahovala od
junction sinotubularis az k truncus brachiocephalicus, Valsavovy siny rozsifeny nebyly.
Kli¢ovym kritériem pro hodnoceni dilatace ascendentni aorty byl jeji maximalni pramér,
ktery byl u vSech pacienti méfen preoperativné pomoci transtorakalni echokardiografie. Za
dilatovanou aortu byl povazovan pramér > 40 mm. Maximalni primér ascendentni aorty
u pacienti ve sledované skupiné odpovidal 54,4 + 6,9 mm (£ SD). Dominantni aortalni
stendza byla zaznamenana u 19 pacienti a insuficience u 9 pacientd. U 7 pacientl
z 28 byla klasifikovana bikuspidélni aortalni chlopenl (u 6 aortalnich stendz a u 1 aortalni
insuficience). U vSech pacientd byla provedena linearni aortoplastika. Skupina téchto
28 pacientu je v analyzach oznafena jako soubor AAD (Ascending Aortic Dilatation).
Priimérny ve&k pacientii z tohoto souboru byl 60,6 + 11,0 let (= SD).

Do dalsi skupiny, pojmenované jako NAAD (No Ascendning Aortic Dilatation), bylo
od bfezna do dubna 2006 zatfazeno celkem 29 pacienti, kteti souhlasili s ti€asti ve studii.
Vybirani byli pacienti, ktefi byli na stejné klinice operovani pro vadu aortalni chlopné, ale
jejichz ascendentni aorta nebyla dilatovana. Maximalni pramér ascendentni aorty
u pacientt v této skupin€ nesmél piesahnout 40 mm, v priméru odpovidal 35,3 £ 4,1 mm

(= SD). Dominantni aortalni stendza byla zaznamenana u 17 pacientll a insuficience
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u 12 pacientd. U 3 pacientd z29 byla klasifikovana bikuspidalni aortalni chlopen
(u 1 aortalni stenézy a u 2 aortalnich insuficienci). U vSech pacientii byla provedena
nahrada aortalni chlopné. Pramérny vék pacientd z tohoto souboru byl 68,9 + 8,1 let
(£ SD).

Do kontrolni skupiny bylo zatazeno 30 zdravych jedincii. Zdravy jedinec byl
definovan na zakladé¢ anamnestickych Udaji — bez manifestnich projevi akutniho ¢i
chronického zéanétlivého onemocnéni, s negativni anamnézou roztrousené sklerdzy nebo
nadorového onemocnéni. Z téchto diivodii byla vybrana kontrolni skupina vyrazné¢ mladsi

a prumérny vek byl 45,3 £4.,9 let (£ SD).

Zastoupeni mizi a Zen v jednotlivych sledovanych skupinach se vyznamné nelisilo

(tabulka €. 5).

Tabulka €. 5: Procentudlni vyjadieni zastoupeni pohlavi (podil Zen)

Soubor AAD | Soubor NAAD Kontroly “hodnota
(n=28) (n=29) (n=30) |P
Pohlavi (Zzeny) 21,4 % 37,9 % 20 % 0,227

AAD (ascending aortic dilatation) — dilatace ascendentni aorty
NAAD (no ascending aortic dilatation) — bez dilatace ascendentni aorty

U vSech pacienti byla hodnocena genetickd zatéZz, Zadna forma poruch kolagenu
a fibrilinu (napf. Marfaniiv syndrom, Ehlers-Danlostiv syndrom a rtuzné marfanoidni
poruchy) nebyla klinicky vyjadiena. Diagnéza Marfanova syndromu byla vylouc¢ena na
zakladé ,,Ghent kritérii. Krevni vzorky byly odebirany u pacientd preoperativng.
Kazdému pacientovi byly odebrany dle ptfesnych instrukci vzorky periferni krve pro
naslednd imunologicka a geneticka vySetfeni. Odebrana plna krev byla ihned zchlazena pii

2-8 °C, krevni séra byla separovana do 1 hodiny po odbéru a ihned zamrazena pii -20 °C.

4.1.2 Pacienti s akutnim infarktem myokardu

Do studie byli zafazovani pacienti s diagndzou primarniho vyskytu akutniho infarktu
myokardu, na zadklad¢ splnéni vSech vstupnich kritérii, ktera jsou popséna nize, a po
podepsani informovaného souhlasu. Infarkt myokardu byl diagnostikovan na zakladé

anamnestickych udaji, EKG kiivky a laboratorniho priikazu nekr6zy myokardu. Akutni
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IM byl definovan jako bolest na hrudi nebo jeji ekvivalent trvajici alesponn 10 minut
Vv poslednich 24 hodinéch s elevaci useku ST na EKG kiivce (STEMI), ¢i bez elevace ST
useku (NSTEMI). Nekrdza myokardu byla stanovena laboratornim vysetfenim troponinu I,
ktery byl hodnocen okamzité pii pfijeti a dale ve 4 - 6 hodinovych intervalech v prvnich
24 hodindch. Za pozitivni hodnotu bylo povazovano piekro¢eni horniho limitu
fyziologické hodnoty troponinu I (= 0,03 pg/l). Soucasné bylo povedeno fyzikalni
vySetieni a méfeni (vyska, vaha, krevni tlak) a byly hodnoceny vysledky standardniho
panelu laboratornich testd, provadénych u pacienti s podezienim na IM (ALT - alanin
transaminaza, AST - aspartat aminotransferaza, krevni obraz, koagulace, glykémie, urea,
kyselina mocova, lipidogram, C-reaktivni protein a u diabetikii HBAlc - glykovany
hemoglobin). Jako pomocna diagnosticka metoda byla pouzivana echokardiografie

k prikazu regionalni poruchy kinetiky levé komory v povodi ,,infarktové™ arterie.

Dal$im vstupnim kritériem pro zatazeni do studie byl vék do 80 let. Ze studie byli
vylouceni pacienti se zndmou diagndzou nadorového onemocnéni ¢i pacienti aktivné 1é¢eni
pro tuto diagnoézu. Pacienti nevykazovali zadné manifestni projevy chronického nebo
akutniho zanétlivého onemocnéni (jako napf. revmatoidni artritidu, gastritis), roztrousenou

sklerozu, Alzheimerovu chorobu nebo podezieni na néjaké z téchto onemocnéni.

Do kontrolni skupiny byli zafazeni jedinci bez evidence kardiovaskularniho
onemocnéni: bez znamého predchoziho postizeni koronarnich arterii a perifernich cév
a s fyziologickym nalezem EKG. Nevykazovali ani zadné manifestni projevy chronického
nebo akutniho zanétlivého onemocnéni (jako napf. revmatoidni artritidu, gastritis),
roztrousenou sklerozu, Alzheimerovu chorobu nebo podezieni na né&jaké z téchto

onemocnéni.

Do studie bylo zafazeno 34 pacientll s primarnim vyskytem akutniho infarktu
myokardu (IM). Pacienti byli sledovani hned po pfijeti k hospitalizaci a podle ¢asu odbéru
krevniho vzorku byli rozdéleni do dvou skupin. U 21 pacientd byl krevni vzorek odebran
do 6 hodin po zaznamenani prvnich pfiznakt IM (IMO6) a u 13 pacientl prob&hl odbér do
24 hodin (IMO24). Charakteristika téchto soubord je uvedena v tabulce ¢. 6. Kontrolni
vysetieni probéhlo po 6 mésicich od inicidlni epizody. Této kontroly se nedozili 4 pacienti
(IMD6) a kompletni nasledné hodnoceni bylo provedeno u 30 pacienti (IMKO6).
Charakteristika téchto souborl je uvedena v tabulce ¢. 7. Kromé dat ze souboru pacientt

byla hodnocena také vSechna data od 34 jedinc z odpovidajiciho kontrolniho souboru
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(CTRL). Pro ucely Cipové analyzy byla vybrana ke kazdému pacientovi s IM adekvatni
kontrola na zaklad¢ nasledujicich kritérii: pohlavi, vék (v€k kontroly vyssi nez u pacienta

maximaln¢ o 5 let), status diabetes mellitus a koufeni.

Tabulka €. 6: Charakteristika skupin pacientti podle ¢asu odbéru krevniho vzorku

Proménns n IMOG6 (%) n | IMO24 (%)
romenna

Pohlavi (muz) 21 13 (62%) 13 9 (69%)
Aktivni koufeni 21 4 (19%) 13 2 (15%)
DM II. typu 21 4 (19%) 13 6 (46%)
Dyslipidémie 21 6 (28%) 13 7 (54%)
Hypertenze 21 13 (62%) 13 11 (85%)
STEMI 21 14 (67%) 13 6 (46%)
NSTEMI 21 5 (24%) 13 6 (46%)
Mikroinfarkt 21 1 (5%) 13 3 (23%)
STEMI ptedni 14 2 (14%) 6 3 (50%)
STEMI spodni 14 9 (64%) 6 2 (33%)
STEMI bo¢ni 14 3 (21%) 6 1 (17%)

IMOG6 — odbér vzorku do 6 hodin od piihody, IMO24 — odbér vzorku do 24
hodin od ptihody, STEMI — infarkt myokardu s elevaci ST useku, NSTEMI
— infarktu myokardu bez elevace ST useku, DM — diabetes mellitus

Tabulka €. 7: Charakteristika skupin pacientt, ktefi se dozili versus nedozili kontroly
po 6 mésicich od IM

Proménna n IMKG6 (%) n IMD6 (%) | n CTRL
Pohlavi (muz) 30 20 (67%) 4 2 (50%) 34| 22 (65%)
Aktivni kouteni | 30 6 (20%) 4 0 (0%) 34 6 (18%)
DM II. typu 30 8 (27%) 4 2 (50%) 34| 11 (32%)
Dyslipidémie 30 11 (37%) 4 2 (50%) 34| 13 (38%)
Hypertenze 30 22 (73%) 4 2 (50%) 34| 22 (65%)
STEMI 30 17 (57%) 4 3 (75%) - -
NSTEMI 30 10 (33%) 4 1 (25%) - -
Mikroinfarkt 30 17 (57%) 4 3 (75%) - -
STEMI ptedni 30 10 (33%) 4 1 (25%) - -
STEMI spodni 30 17 (57%) 4 3 (75%) - -
STEMI bo¢ni 30 10 (33%) 4 1 (25%) - -

IMKG6 — pacienti, kteti se dozili 6mési¢ni kontroly po infarktu myokardu, IMD6 — pacienti,
kteti zemfeli na kardiovaskularni pfi¢inu do 6 mésict od infaktru myokardu, CTRL —
kontrolni soubor, DM — Diabetes mellitus, STEMI — infarkt myokardu s elevaci ST useku,
NSTEMI — infarktu myokardu bez elevace ST tiseku
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V¢ékove rozlozeni pacientii na zakladé rozdéleni do vyse uvedenych skupin je uvedeno

V tabulce ¢&. 8.

Tabulka ¢. 8: Primérny vek pacientii v jednotlivych hodnocenych skupinach

Vék pacienta
Skupina n Préimér + SD
IMK6 30 64,93 +£9,14
IMD6 4 72,03 £ 4,72
IMO6 21 63,55+9,51
IMO24 13 69,34 + 7,03
CTRL 34 66,89 £ 9,07

IMKG6 — pacienti, ktefi se dozili 6mésicni kontroly po IM, IMDG6 —
pacienti, ktefi zemfeli na kardiovaskularni pfi¢inu do 6 mésicti od
IM, IMO6 — odbér vzorku do 6 hodin od ptihody, IMO24 — odbér
vzorku do 24 hodin od piihody, CTRL — kontrolni soubor

Pacienti byli do studie zafazovani v Méstské nemocnici Caslav a na kardiologické
Klinice v Pardubicich od zafi 2006 do ledna 2011. Tato pracovisté zastitila odborné
medicinské posouzeni pacienti a odbér krevnich vzorki. Piesny ¢as odbéru krevnich
vzorki U pacientd sIM vakutni fazi onemocnéni (po =zafazeni do studie) byl
zaznamenavan a dal$i nabér se uskutecnil v ramci kontroly provadéné po 6 meésicich od
ptihody. Kazdému pacientovi byly odebrany vzorky periferni krve pro nasledna
proteomicka a geneticka vySetfeni. Krevni séra byla separovana do 1 hodiny po odbéru
a ihned zamrazena pifi -70 °C. Nesrazliva krev (2,4 ml) byla nejpozdéji do
15 minut po odbd&ru smichana s RNAlater® Tissue Collection: RNA Stabilization Solution

(Ambion, Applied Biosystems, USA) (7,6 ml) a zamrazena pii -70 °C.

4.2 Immunoassay MMP-2, MMP-9

Hladiny MMP-2 a MMP-9 v séru byly stanoveny metodou ELISA (enzyme-linked
Immunosorbent assay) pomoci komercné dostupnych kitt specifickych pro detekci MMP-2
a MMP-9 u lidi. Tato metoda je zaloZena na vysoce specifické reakci primarni protilatky,
predem navazané na sténé polystyrénové mikrotitraéni desti¢ky, s antigenem (MMP-2

resp. MMP-9) obsazenym v séru. Po nasledné vazbé sekundarni protilatky konjugované
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s kienovou peroxidazou (HRP) byla vysledné reakce amplifikovana a vizualizovdna
substratovou reakci s TMB (3,3°,5,5 -tetramethylbenzidinem). Po zastaveni reakce byla
mira barviva méfena pii 450 nm a pomoci kalibra¢ni kiivky byla vyjadiena koncentrace

MMP v ng/ml.

U souboru pacienti s vadou aortalni chlopné byly vzorky sér separovany do 1 hodiny
od odbéru krve a poté byly zamrazeny pii teplot¢ -20 °C. Pro stanoveni hladin MMP-2
a MMP-9 byl pouzit komeréné dostupny kit od firmy Biotrak GE Healthcare (Amersham
Bioscience, UK). ELISA (sendvicovy test) byla provedena dle instrukci vyrobce. VSechny
vzorky byly méteny v duplikatech. Pro zjisténi hladiny MMP-2 byla séra nafedéna 50krat
a pro zjisténi hladiny MMP-9 byla séra natedéna 10krat.

U souboru pacienti s infarktem myokardu byly vzorky sér také separovany do
1 hodiny od odbéru krve a poté byly zamrazeny pfi teploté -70 °C. Pro stanoveni hladin
MMP-2 a MMP-9 byl pouzit komeréné dostupny kit od firmy Uscn (Life Science Inc.,
USA). ELISA byla provedena dle instrukci vyrobce. Pro zjisténi hladiny MMP-2 byla séra
nafedéna 300krat a pro zjisténi hladiny MMP-9 byla séra nafedéna 20krat. U pouzitych
Uscn kitd (Life Science Inc., USA) se jedna rovnéz o sendviCovy test s amplifikaci

vyuzivajici biotin-avidinovy systém a HRP.

4.3 Metody U soubori pacienti s vadou aortalni chlopné

4.3.1 Izolace celkové DNA z pIné krve

Pro izolaci DNA z plné krve byla pouzita vysolovaci metoda dle Millera (Miller et al.,
1988). Odebrané krevni vzorky byly upraveny protisrazlivym ¢inidlem a zamrazeny pii
-20 °C. Postup izolace DNA probihal dle protokolu metody v nékolika zakladnich krocich:
1) homogenizace biologického materidlu, 2) lyze bun&tnych stén, cytoplazmatickych
a jadernych membran a denaturace proteind pomoci lyza¢niho pufru, 3) degradace proteinti
pomoci proteinazy K, 4) odstranéni proteinti a polysacharidd, 5) vysrazeni DNA 96 %

ethanolem a jeji promyti, 6) rozpusténi DNA v TE pufru. Cistota izolované DNA byla
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hodnocena spektrofotometricky. Izolaty byly rozpustény v TE pufru (40 %) a rozdéleny do
né¢kolika alikvott, které byly zamrazeny pfi -20 °C.

4.3.2 PCR (polymerazova ietézova reakce)

Metodika PCR (polymerase chain reaction) byla pouzita za Ucelem zmnozeni
zkoumanych kodujicich usekit DNA in vitro. PCR byla provedena na gradientovém
thermocycleru Thermalcycler PTC-220 DNA Engine Dyad® Cycler (MJ Research Inc.,
USA). Pro kazdy zkoumany exon byly navrzeny specifické primery, které byly dodany
firmou Generi-Biotech, s.7.0., CR. Celkovy objem reakéni smési (Master mix) pro
amplifilkaci jednoho vzorku byl 25 pl. Vstupni mnozstvi DNA do reakce bylo 10 ng
u vSech vzorkli. Primery byly nafedény na koncentraci 0,2 puM. Reakéni podminky
a Master mix byly optimalizovany pro kazdy ze zkoumanych usekd. Koncentrace MgCl,
se pohybovala v rozmezi 1,5 — 3,5 mM a do reakce byla pouzita DNA polymeraza TaKaRa
Taq™ (Takara, Japan) o koncentraci 5U/pl.

Geny a exony, které byly v praci analyzovany, byly vybrany na zdkladé literarni
reserSe molekularnich pochodt v pojivové tkani ve sténé aorty a dle mezinarodni mutaéni

databaze The Human Gene Mutation Database (www.hgmd.cf.ac.uk). Pro primarni

analyzy byly zvoleny geny TGFBR2 a FBN1.

.....

94 °C nasledovalo 34 — 45 cyklu, pii kterych se stfidala denaturace DNA po dobu
30 sekund pfi 95 °C, annealing po dobu 30 sekund a extenze po dobu 1 minuty pii 72 °C.
Annealingova teplota a pocet cykli byly experimentalné stanoveny pro kazdy par primert
zvlast’ (tabulky ¢. 9 a 10). Finalni extenze probihala 1 minutu pti 72 °C a na zavér byly
vzorky zchlazeny a inkubovany pii 12 °C. Kontrola amplifikati probihala na gelové
elektroforéze (délicim mediem byla 2 % DNAase-free agardza). Koncentrace a cistota
amplifikované DNA (1 pl) byla pfeméfena na Nanodropu ND 1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA).
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Tabulka &. 9: Udaje k amplifikaci FBN1 genu

ATG ACT AAC AAG (21)

bl Koncentrace | Annealing
ast . . MqCl, teplota Pocet
genu Primery (velikost) (n?M) (E 0) cyKlii
(velikost)
Sense: AO4R - AAC TCC TGT GAG
Exon 4 CTG TTGC (18) 15 56 45
(196 bp) Antisense: AO4L - CTA GAA TAC ’
TTATAA CTA CAG TG (23)
Sense: AO24R - CAG CAAATT ATT
Exon 24 ATG TGT GCAG (22) 20 61 45
(418 bp) | Antisense: AO24L - ATC AAG TAG ’
AGT GCT GAG ATC (21)
Sense: AO25R - CAA GAACTT CCA
Exon 25 ACC TTC ATG (21) 20 54 45
(273 bp) | Antisense: AO25L - TTA AAG GAC ’
GTC CCC TCTC (19)
Sense: AO4R - AAT TAAGGC TGT
Exon26 CCT GAG AC (20) 35 56 34
(227 bp) Antisense: AO4L - CAT GGA ATC ’
CTTCTCTTT CTG (21)
Sense: AO4R - GGC CCC CACCTT
Exon 27 TAA CAT G (19) 15 51 34
(181 bp) Antisense: AO4L - CTG AAAGTG ’
TGG TAA ATG A (19)
Sense: AO28R - TGC CAA AGT TGG
Exon 28 AAG CTT ATG (21) 95 49 45
(225 bp) | Antisense: AO28L - TAA CAT AAC ’
ATA ACA TAA AAT AAAG (25)
Sense: AO29R - CAG ACA TCC AAA
Exon 29 CCA TAT CAG (21) 20 50 45
(213 bp) | Antisense: AO29L - GAA CCT ACT ’
GAG AGATTC AAC (21)
Sense: AO30R - AAT AGT CTT ATG
Exon 30 CTA GTA GGC (21) 30 59 45
(292 bp) | Antisense: AO30L - ACAGTGCTT ’
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Tabulka ¢. 10: Udaje k amplifikaci TGFBR2 genu

Oblast Koncentrace | Annealing
MgCl, teplota
(mM) (°C)

Pocet
genu Primery (velikost) cykli

(velikost)

Sense: T2-1S: TCG GTC TAT GAC

Exon 1 GAG CAG (18) 2,0 61 45

(178 bp) Antisense: T2-1A: GGG ACC CCA
GGA AGA CCC (18)

Sense: T2-2S: GGG CTG GTA TCA
Exon 2 AGT TCATTT G (22) 3,0 64 45
(365 bp) Antisense: T2-2A: GGA GAC AGA
GAT ACA CTG ACT GTG (24)
Sense: T2-3S: TGC AAT GAATCT

Exon 3 CTT CAC TC (20) 2,0 58 45
(241 bp) Antisense: T3-3A: CCC ACA CCC
TTA AGA GAA GA (20)
Sense: T2-4S1: CCA ACT CCT TCT
Exon 4a CTCCTT GTT TTG (24) 1,5 62 34

(444 bp) | Antisense: T2-4A1: TCC AAG AGG
CAT ACT CCT CAT AGG (24)
Sense: T2-4S2: GTC GCT TTG CTG
AGG TCT ATA AGG (24)

(ES)Z%nbM)) Antisense: T2-4A2: CCA GGC TCA 2,0 60 34
P AGG TAA AGG GGA TCT AGC A
(28)
Sense: T2-5S: GGC AGC TGG AAT
Exon 5 TAA ATG ATG GGC (24) 3,0 58 45

(261 bp) Antisense: T2-5A: TGC TCG AAG
CAA CAC ATG (18)

Sense: T2-6S: TTT CCT TTG GGC

Exon 6 TGC ACA TG (20) 3,0 56 45

(243 bp) Antisense: T2-6A: CCT AAG AGG

CAA CTT GGT TGA ATC (24)

Sense: T2-7S: CCA ACT CAT GGT

Exon 7 GTCCCTTTG (21) 1,5 61 45
(252 bp) Antisense: T2-7A: TCT TTG GAC
ATG CCC AGC CTG (21)

4.3.3 Sekvenace a High Resolution Melting analyza

Jako pilotni ¢ast vyzkumu byly amplifikovany a nasledné sekvenovany exony 26 a 27
FBN1 genu (vcetné pfilehlych intronovych sekvenci) za pouziti pfistroje ABI PRISM®
3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Pro sekvenacni alalyzu byl
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pouzit 1 ul vzorku DNA o minimalni koncentraci 20ng/ul. Vysledné nukleotidové
sekvence jednotlivych AAD vzorkl byly poté porovnavany v programu Genomic BLAST-
HUMAN se sekvencemi vzorki z NAAD souboru, S referen¢ni sekvenci AC_022467
dostupnou vroce 2008 a se sekvenci FBN1 genu NG_008805.2
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

Pro primarni muta¢ni screening dal$ich exoni FBN1 genu (4, 24, 25, 28, 29 a 30)
a TGFBR2 genu (exony 1-7) byla zvolena High Resolution Melting (HRM) analyza
(vysokorozliSovaci analyza kiivek tani). HRM analyza provedena byla na pfistroji
LightCycler® 480 (Roche, Svycarsko). Vstupni mnoZstvi genomické DNA odpovidalo
10 ng na 20 pl reak¢éniho objemu u vSech vzorku a primery (uvedené v tabulkach ¢. 9 a 10)
byly nafedény na koncentraci 0,2 uM. Koncentrace MgCl, se shodovala s koncentracemi
optimalizovanymi béhem PCR. Do reakce byla pouzita FastStart Taqg DNA polymerdza
a fluorescen¢ni barva LightCycler® 480 High Resolution Melting Dye (oboji dodavané
vyrobcem Roche, Svycarsko). Prvnim krokem pro viechny reakce byla inicidlni inkubace
10 minut pii 95 °C. Nasledovala amplifikace cilové DNA, kdy annealingova teplota
a pocet cykli byly experimentalné stanoveny pro kazdy par primerd zvlast. DalSim
krokem byla vlastni HRM — 1 cyklus zahrnujici 1 minutu pii 95 °C, 1 minutu pii 40 °C
a 1 sekundu pii 65 °C. Na zavér postupné zchlazeni a inkubace 10 minut pii 40 °C.
Hodnoceni vysledné kiivky tani jednotlivych aplikoni bylo provedeno za pouziti

LightCycler® 480 Gene Scanning Software.

4.3.4 Statistické zpracovani dat

Normalni rozd¢€leni spojitych veli€¢in (v€ku, hladiny cholesterolu apod.) bylo testovano
Shapirovym-Wilkovym testem a analyzovano prostiednictvim kvantil-kvantilového (Q-Q)
grafu. Homogenita rozptylt danych veli¢in u skupin pacientd a kontrol byla ovéfena
Leveneovym testem. Vzhledem k nizkym Cetnostem ve skupinach, Casté heteroskedasticité
a nenormalité¢ dat jsme pouzili Kruskaliv-Wallistiv test k ovéfeni, zda proménné ve
skupinach pochazeji ze stejného rozdéleni. Manniv-Whitneyiv test s Bonferroniho korekci
p-hodnoty jsme pouzili k identifikovani vyznamnych rozdilti mezi veli¢inami pii parovych
porovnavani skupin. Zavislost mezi spojitymi proménnymi byla vyhodnocovéna
Spearmanovym korela¢nim koeficientem (rs). Shoda rozdéleni kategorizovanych veli¢in
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(pohlavi, rodinnd anamnéza apod.) u piipadit a kontrol byla provéfovana chi-kvadrat
testem (pokud byly vSechny o¢ekavané Cetnosti > 5), anebo Fisherovym exaktnim testem
(pokud alespont jedna ocekavana Cetnost byla <5). Statisticka analyza byla provedena

pomoci programu R (verze 2.15.2) (R Development Core Team, 2010).

4.4 Metody u souboru s infarktem myokardu

4.4.1 Izolace celkové RNA z plné krve smichané s RNAlater®

Pro izolaci celkové RNA ze vzorkll plné krve smichané s RNAlater® (Ambion, Inc.,
USA) byl pouzit RiboPure™-Blood Kit (Ambion, Inc., USA). Po odbéru a po smichani
krve s RNAlater® byly vzorky hluboce zmrazeny pii -70 °C, aby nedochéazelo
k degradaci. Izolace RNA probihala dle instrukci vyrobece a lze ji rozdélit do dvou ¢asti.
V tvodni ¢asti doslo k lyze bunéénych membran pomoci roztoku na bazi guanidium
thiokyanatu a inicialni extrakce RNA fenol-chloroformem. V druhé casti dochazelo
Kk finalnimu ptecisténi RNA promytim a k odstranéni kontaminujici DNA. Izolovana RNA

byla rozpusténa v elu¢nim pufru, ktery byl soucasti kitu.

4.4.2 Odstranéni globinové frakce RNA

Po izolaci celkové RNA byla zméfena koncentrace RNA na piistroji Nanodrop ND
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific Scientific Inc., USA) (1 ul), ptipadné byl
ponechan alikvot pro analyzu na pfistroji Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA).
Prvni vysledky z ¢ipt ukazaly, ze se preferenéné amplifikuje globinovd RNA a intenzita
signalu u ostatnich genl je tudiz nedostatecna. Z tohoto duvodu byly vzorky RNA
piecistény pomoci GLOBINclear™ Whole Blood Kitu (Ambion Inc., USA). Vstupni
mnozstvi celkové RNA bylo 1-10 pg (v max. 14 ul izolatu) a koncentrace celkové RNA
musela byt > 70 ng/ul. Metoda spociva v precipitaci RNA, hybridizaci globinové mRNA,

V nasledném odstranéni globinové frakce a pre€isténi GLOBINclear RNA.

Kritickym parametrem pro uspéSnost naslednych analyz se stal pomér absorbanci

260 nm/230 nm. Pro ¢ipovou analyzu musel byt vyssi nez 1,5. Pro zajisténi dostatecné
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kvality byla provadéna findlni etanolova precipitace. Poté byla peleta obsahujici Cistou

RNA rozpusténa minimalné ve 14 ul vody bez nukledz.

Koncentrace piecisténé a presrazené RNA byla zmétena na Nanodropu ND 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) (1 ul), a kvalita RNA byla
stanovena pomoci Bioanalyzeru 2100 (Agilent Technologies, USA) (1 ul) — pomoci
souprav Agilent RNA 6000 Nano/Pico Kit (Agilent Technologies, USA).

4.4.3 Cipova analyza

Princip ¢ipové technologie je zalozen na hybridizaci znacenych nukleovych kyselin,
ziskanych z analyzovaného vzorku, se sondami na povrchu Cipu, které reprezentuji
zkoumané geny. Pro nasSe analyzy byly pouZity expresni Cipy, které dokazi zhodnotit
hladinu exprese u ur¢itého genu. Mira exprese geni byla porovnavana mezi zkoumanymi
vzorky od pacientti v ¢asné fazi po IM a proti kontrolnimu souboru. Sila signalu je umérna
mnozstvi navdzaného transkriptu daného genu ve vzorku. Tedy ¢im je ve vzorku vice
transkriptu, tim se ho vice navaze na sondy a zvysi se signal. Diky tomu miizeme zjistit,
zda dochazi pii ur€ité nemoci k ,,up“ ¢i ,,down* regulaci exprese daného genu. Ve studii
byly pouzity expresni Cipy firmy Illlumina Inc. (USA), které jsou uréeny pro pifimou
hybridizaci a patii do kategorie lidskych celogenomovych ¢ipt. Kazdy ¢ip obsahuje 48 804
prob pro 25440 gent (proby pochazeji z The National Center for Biotechnology
Information Reference Sequence - NCBI). Na jednom ¢ipu se nachazi pozice pro Sest
samostatnych vzorku, pii naSich analyzach bylo dbano na to, aby na jednom c¢ipu byly
zastoupeny vzdy trojice (kontrola, pfipad a nasledny nabor po 6 mésicich) ¢i dvojice

(kontrola a ptipad) souvisejicich vzorkd.

Vychozim materidlem pro expresni ¢ipovou analyzu byl vzorek celkové RNA (11 pl,
150 ng), ktery byl pomoci reverznich transkriptdz a znacenych nukleotidi pfepsan do
jednofetézcové a nasledné komplementarni DNA. Ziskana cDNA byla pfecisténa a pouzita
pro in vitro transkripci (syntézu cRNA). Amplifikovanda cRNA byla piecisténa (doslo
K odstranéni enzymu, soli a neinkorporovanych nukleotidi) a byla zméfena jeji
koncentrace na Nanodropu (1 pl). Pokud byla niz§i nez 150 ng/ul ¢i byl nizky pomér
absorbanci 260/230, tak musely byt vzorky precipitovany. Finaln¢ byly srazeny vSechny

amplifikované cRNA vzorky, aby bylo se vSemi vzorky nakladano stejné. Vzorky
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amplifikované cRNA byly naneseny na Human WG6-v2 (3,4) Expression BeadChip

(IMlumina Inc., USA) a poté doslo k hybridizaci s komplementarnimi DNA fetézci sond

jednotlivych genti na Cipu. Vzorky byly piipraveny tak, aby vstupni mnozstvi cRNA do

hybridizace bylo 1,5 pg. Po odmyti nenavazanych sond byl méfen fluorescenéni signal,

ktery byl sniman skenerem s vysokym rozlisenim. Cipy byly ihned skenovany pomoci

lllumina® BeadArray Readeru na skenovaci faktor 1,0 a 1,5. Vramci prace byly

porovnavany exprese gend, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 11.

Tabulka ¢. 11: Seznam hodnocenych gent

Symbol Nazev genu Rseeff\fg;l(c;:l
genu
Homo sapiens matrix metaloproteinaza 1 (intersticialni
MMP1 kolagenaza) (MMP-1), MRNA NM_004530.2
Homo sapiens matrix metaloproteinaza 2 (gelatinaza A, 72kDa
MMP?2 gelatinaza) (MMP-2), mMRNA NM_004530.2
Homo sapiens matrix metaloproteindza 3 (stromelyzin 1,
MMP3 progelatinaza) (MMP-3), mRNA NM_002422.3
Homo sapiens matrix metaloproteindza 7 (matrilyzin)
MMP7 (MMP-7), MRNA NM_002423.3
Homo sapiens matrix metaloproteinaza 8 (neutrofilni
MMP8 kolagenaza) (MMP-8), mRNA NM_002424.1
Homo sapiens matrix metaloproteinaza 9 (gelatinaza B, 92kDa
MMP9 gelatindza) (MMP-9), mRNA NM_004994.2
Homo sapiens matrix metaloproteinaza 13 (kolagenaza 3)
MMP13 (MMP-13), MRNA NM_002427.2
MMP14 | Homo sapiens matrix metaloproteinaza 14 (MMP-14), mMRNA | NM_004995.2
TIMP1 Homo sapiens TIMP metaloproteinaza inhibitor 1 (TIMP-1), NM 003254.2
MRNA -
TIMP?2 Homo sapiens TIMP metaloproteinaza inhibitor 2 (TIMP-2), NM 003255.4
MRNA -
TIMP3 Homo sapiens TIMP metaloproteinaza inhibitor 3 (TIMP-3), NM 000362.4
MRNA -
TIMP4 Homo sapiens TIMP metaloproteinaza inhibitor 4 (TIMP-4), NM 003256.2
MRNA -
EN1 Homo sapiens fibronektin 1m (gmi\_a), transkripéni varianta 7, NM_054034.2
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Tabulka ¢. 11: Seznam hodnocenych gent - pokracovani

Symbol Nazev genu l:f;\t::g:i
genu
EN1 Homo sapiens fibronektin 1 (FN1_b), transkripéni varianta 3, NM 002026.2
mMRNA -
SPARC Homo sapiens secernovany protein, (osteonektin) (SPARC), NM 003118.2
mRNA -
Homo sapiens secernovany fosfoprotein 1 (osteopontin, kostni
SPP1 sialoprotein I) (SPP1), mMRNA NM_000582.2
IL1A Homo sapiens interleukin 1, alfa (IL1A), mMRNA NM_000575.3
IL1B Homo sapiens interleukin 1, beta (IL1B), mMRNA NM_000576.2
IL7 Homo sapiens interleukin 7 (IL7), mMRNA NM_000880.2
Homo sapiens interleukin 18 (interferon-gamma-inducing
IL18 factor) (1L18), mRNA NM_001562.2
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF superfamily,
TNF member 2), MRNA NM_000594.2

4.4.4 Statistické hodnoceni

Vysledky jsou uvadény ve tvaru primér = smérodatnd odchylka (SD). Vyznamnost
koncentrace MMP mezi vybéry byla hodnocena dvouvybérovym t-testem, jehoZz
predpoklady jsou normalni rozdéleni obou vybéri a shoda rozptyli. Normalita rozdé¢leni
byla ovéfovana histogramy a Shapirovym-Wilkovym testem, homogenita rozptyli u obou
skupin byla testovana F-testem. Pokud nebyly tyto pfedpoklady splnény, aplikovali jsme
logaritmickou transformaci dat a Manntv-Whitneytv test. Oba tyto postupy nam pfi
parovém porovnavani pomohly vybrat promeénné, které nejvice sveéd¢i proti hypotéze
o shod¢ skupinovych priméra. Z dalSich statistickych metod jsme pro vyjadieni zavislosti
hladiny MMP na ¢ase mezi udélosti a odbérem v minutach pouZzili model linearni regrese,
hodnoty genovych expresi potom byly porovnavany pomoci mnohorozmérné analyzy
rozptylu. Statisticka analyza byla provedena pomoci programi R (verze 2.15.2)

a Statistica (verze 10).
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5 Vysledky

5.1 Vysledky u souboru pacienti s vadou aortalni chlopné

5.1.1 Hodnoceni serologickych hladin MMP-2 a MMP-9

Serologické hladiny MMP-2 a MMP-9 byly stanoveny u 27 pacientl ze souboru AAD,
u 29 pacienti ze souboru NAAD a u 30 zdravych jedinci kontrolniho souboru. Jeden
vzorek ze souboru AAD byl vyfazen z divodu skladovani vzorku piinedostate¢nych

teplotnich podminkach.

Pro imunologické analyzy byly vybrany metaloproteinazy ze ttidy gelatindz: MMP-2
a MMP-9. Pojivova tkan ascendentni aorty pravdépodobné ztraci své elastické vlastnosti
v dasledku snizené koncentrace n&jaké ze slozek elastickych vlaken. Ubytek téchto vlaken
a doprovazejici degenerativni zmény v cévni sténé¢ mohou odrdzet zvySenou produkci
gelatinaz. ZvySena aktivita MMP-2 a MMP-9 v tkani se v urCité mife odrazi i na
koncentraci téchto enzymu v Krvi, kde jsou snadno detekovatelné. Porovnavany proto byly
koncentrace téchto dvou MMP v séru u pacientli s AAD a u pacienti ze souboru NAAD.
Referen¢ni hodnoty pro tyto MMP nejsou zatim stanoveny a proto jsme za referencni

hodnoty povazovali koncentrace namétené u kontrolniho souboru.

Mezi tfemi zkoumanymi soubory jsme zaznamenali vyznamné rozdily v naméfenych
hladinich MMP-2 a MMP-9 v séru (tabulka ¢. 12). Pii parovém porovnani souboru
pacienti s AAD a kontrolniho souboru byly také signifikantni rozdily v namétenych
hodnotach MMP-2 (p<0,001) a MMP-9 (p<0,001). Rovnéz pii srovnani koncentraci
MMP-2 a MMP-9 u souboru pacientt NAAD s kontrolnim souborem byly zaznamenany
vyznamné rozdily (p<0,001 pro MMP-2 i MMP-9). Signifikantni rozdily byly pozorovany
1 poté co byla vékova hranice omezena na vé€k 35 — 65 let, a to z divodu zajisténi
srovnatelnosti skupin co do véku. Domnivame se, Ze tyto vysledky ukazuji na pfitomnost
degenerativniho nebo zanétlivého procesu v téle u pacienti ze souboru AAD a NAAD.

Primdrnim cilem provedenych analyz bylo pfedevSim porovnat hodnoty obou
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metaloproteinaz mezi soubory AAD a NAAD a na zakladé ziskanych vysledka stanovit,
zda dochazi ke zvyseni hladin MMP-2 nebo MMP-9 v séru pii vyskytu konkomitantni
dilatace. Statistickd hodnoceni naméfenych hodnot MMP-2 a MMP-9 u souboru AAD
a u souboru NAAD nepotvrdila vyznamné rozdily mezi témito dvéma skupinami.
U souboru AAD byly hladiny MMP-2 v praméru mirné vyssi, hladiny MMP-9 byly téméf
shodné. Vysledky imunologickych analyz ukazuji, ze ackoli jsou hladiny MMP-2
a MMP-9 v séru vyznamné zvysSené u obou kardiologickych diagn6z, méieni koncentraci
téchto MMP v séru se neprokazalo byt vhodné pro posouzeni vyssiho rizika u pacientl

s AAD.

Tabulka ¢. 12: Hladiny MMP-2 (ng/ml) a MMP-9 (ng/ml) v séru

Soubor AAD Soubor NAAD ( dKor,‘t.rZI.y )
Marker T T z ra‘g{e fnm p-hodnota
., ramer ., ramer ., ramer
Median +SD (n) | Median +SD (n) | Median +SD (n)
1265,2 1327,8 872,3
- <
MMP-2 |1315,0| 2 "5 (27) | 12400 | 500 | (29)| 9025 | )" |(30)|  <0,001
202,3 185,8 21,2
- <
MMP-9 | 107,0 3130 (27)| 107,0 2643 (29)| 145 | is (30)| <0,001

AAD (ascending aortic dilatation) — dilatace ascendentni aorty, NAAD (no ascending aortic
dilatation) — bez dilatace ascendentni aorty, MMP-2 (-9) — matrix metaloproteinaza 2 (9)

Vicerozmérnou analyzou jsme hodnotili, zda mohou koncentrace MMP v séru
souviset s v€kem, s pohlavim, sindexem télesné hmotnosti BMI (body mass index),
stypem vady aortdlni chlopné nebo s maximalnim primérem ascendentni aorty.
Serologické hladiny MMP-2 se vyznamé zvySovaly s vékem (rs = 0,50, p<0,001), ktery byl
asociovan se zdravotnim stavem osob (graf ¢. 1). Ke stejnému zavéru jsme dospéli
i u serologickych hladin MMP-9 (rs = 0,54, p<0,001) (graf ¢. 2). Na zakladé statistickych
analyz nebyl zji§tén vyznamny vzajemny vztah MMP-2/MMP-9 pfi srovnavani soubort

pacientd oproti kontrolam.

Pti srovnani namétfenych hodnot MMP-2 a MMP-9 nebyly nalezeny Zzadné
signifikantni rozdily mezi zenami a muZi napfi¢ v§emi skupinami. Ty nebyly ziejmé ani pti
porovnani obou pohlavi v ramci jednotlivych skupin. U pacienti nebyla potvrzena ani
vyznamna zavislost MMP-2 a MMP-9 na BMI, na maximalnim priméru ascendentni aorty

a na vyskytu sten6zy ¢i insuficience. Neprokazali jsme, Ze stanoveni koncentraci MMP-2
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a MMP-9 v séru u pacienti s vadou aortalni chlopné je mozné vyuzit k predikci zavaznosti

onemocnéni.
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Graf ¢. 1: Souvislost mezi hladinou MMP-2 a vékem
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Graf ¢. 2: Souvislost mezi hladinou MMP-9 a vékem

5.1.2 Zhodnoceni souborii na zakladé namérenych parametri

Pro planované analyzy bylo potieba zatradit do studie adekvatni pocet pacientli. Velmi
limitujici byl vybér pacientii s vadou aortalni chlopné a se soucasnou dilataci ascendentni

aorty (AAD), jejich pocet se odvijel od poctu provedenych operaci.
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U studovanych soubori byly zaznamenavany a hodnoceny rizné parametry, které jsou
ukazately kardiovaskularniho onemocnéni a mohou mit vliv na kvalitu cévni stény.
V souvislosti s rozvojem dilatace ascendentni aorty jsme sledovali BMI, lipidovy profil
(celkovy cholesterol, HDL, LDL, triacylglyceroly) a hladinu cukru v krvi (glykémii).
U obou soubort pacientli s vadou aortalni chlopné jsme zaznamenali zvySené hladiny
celkového cholesterolu, LDL a glykémie v porovnani s kontrolnim souborem. Vysledky

porovnavanych parametrti jsou uvedeny v tabulce €. 13.

Tabulka ¢. 13: Vysledky statistického porovnani sledovanych parametra

Para- Soubor AAD Soubor NAAD Kf)r]tr'oly.
(zdravi jedinci) p-
metr
Primeér Primeér Primeér hodnota
Median +SD (n) | Median +SD (n) | Median +SD (n)
26,9 27,5 23,3
<
BMI 26,5 40 (26) | 27,8 46 (29) | 23,2 vy (30) 0,001
HDL* 1,3 [1,2+04 | (17) 1,4 1,4+ 04 | (29) 15 1,6 +£0,3 | (30) | 0,011
LDL* 34 |35+£0,7|(16)| 28 [29+09|(25)| 22 |22+04|(30)| <0,001
Chol* 5,2 53+1,0|(26)| 5,1 52+1,31(29)| 41 |4,0+0,5]|(30)| <0,001
TAG* 1,3 1,4+0,8 | (23) 1,4 1,7+ 1,2 | (29) 1,0 1,1+0,3 | (30) | 0,055
Gly* 5,6 59+1,31|(28)| 5,7 6,016 |(29)| 50 [48+0,6/|(30)| <0,001

AAD (ascending aortic dilatation) — dilatace ascendentni aorty, NAAD (no ascending aortic
dilatation) — bez dilatace ascendentni aorty, BMI (body mass index) — index télesné hmotnosti,
HDL - vysokodenzitni lipoprotein, LDL — nizkodenzitni lipoprotein, Chol — celkovy cholesterol,
TAG - triacylglyceroly, Gly — glykémie

*) hodnoty v mmol/I

Krabicové grafy (téZ nazyvané boxploty) znazoriiuji rozloZeni hladin lipidi a cukru
u sledovanych skupin (grafy ¢. 3 az 7). Cara uvnité krabicky oznacuje median. Délka
krabi¢ky vymezuje dolni a horni kvartil, a v krabicce tedy lezi 50 % hodnot sledované
proménné. Rozdil mezi hodnotou horniho a dolniho kvartilu se nazyva kvartilové rozpéti.
Hodnoty, které jsou vzdaleny od horniho/dolniho kvartilu vice nez o 1,5nasobek
kvartilového rozpéti, se nazyvaji odlehlé a jsou v grafu oznaceny krouzkem. Konce
svislych car, které vychazeji z krabi¢ky, vyznacuji minimum a maximum. Pokud jsou
v grafu odlehlé anebo extrémni hodnoty, konce téchto ¢ar urcuji rozsah hodnot (minimum-

maximum) bez téchto hodnot.
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V souvislosti s posouzenim obezity byl u pacientti hodnocen index télesné hmotnosti
BMI (tabulka ¢. 13, graf ¢. 8). BMI je nejcastéji pouzivanym ukazatelem télesné hmotnosti
lidi s rtznou vySkou a lze jej jednoduSe spocitat jako podil hmotnosti v kilogramech
a vysky v metrech na druhou. Za optimalni t€lesnou vahu jsou povazovany hodnoty BMI
vrozmezi 18,5 — 24,9. Primérna hondota BMI u souboru AAD odpovidala 26,9 + 4,0
(£ SD) a u souboru NAAD byl primér indexu 27,8 £ 4,6 (+ SD). U obou skupin pacientt
s kardiovaskuldrnim oneémocnénim (vada aortdlni chlopn¢) jsou to hodnoty odpovidajici

nadvaze. Graf €. 9 znazoriuje vé€kové rozlozeni zkoumanych souborti.

E 80 - !
35 - ! i | :
a a 70 -
o i i
£ 30 - = o £ 60 -
2 ° & ! —
25 - . L 50 - | : *
20 - L e . 40 3 |
T T T T T T
AAD NAAD Kontroly AAD NAAD Kontroly
Graf ¢. 8: BMI Graf ¢. 9: VEk pii odbéru vzorku

Pokud zohlednime vSechny porovnavané rizikové faktory, miZeme potvrdit, Ze
u pacientll ze souboru AAD a NAAD jsou tyto parametry, svéd€ici o klinicky vySSim
riziku vzniku kardiovaskularnich chorob, pfitomné. Kvalita cévni stény u zkoumanych
pacientll by mohla byt témito faktory ovlivnéna. Mezi skupinami pacientt AAD a NAAD

nebyly zjistény vyznamné rozdily.
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5.1.3 Molekularné geneticky screening FBN1 genu

Genomickd DNA byla izolovana celkem od 28 pacienti operovanych pro vadu
aortalni chlopné¢ se soucasnou dilataci ascendentni aorty (AAD) a od 29 pacientl
operovanych pro vadu aortdlni chlopné¢ bez konkomitujici dilatace (NAAD).
Spektrofotometricky namétené hodnoty u vzorkiu izolované DNA se pii poméru absorbanci
A260/A280 pohybovaly v rozmezi 1,71 — 1,88.

Predbézny screening byl zaméfen na exony 26 a 27 FBN1 genu, u kterych byla
zaznamenana nejcastéj$i souvislost s patologiemi aorty u rtiznych onemocnéni. Vybrané
kodujici sekvence byly amplifikovany za pouziti primerd pro kazdy z testovanych exond
vcetné prilehlych intronovych oblasti. Sekvenace exonli 26 a 27 probihala ve smérech
3" > 5 a5 — 3. Vysledné nukleotidové sekvence od souboru AAD byly porovnavany
se sekvencemi od skupiny NAAD a s referen¢ni DNA sekvenci FBN1 genu dostupnou na
serveru NCBI (v roce 2008: AC_ 022467 a poté: NG_008805.2).

V exonech 26 a 27 souboru AAD nebyla zaznamenana zadna odchylka v porovnani se
sekvencemi souboru NAAD. V intronu 27 byla detekovana inzerce cytozinu
IVS37682_37683insC u 27 pacientd ze souboru AAD. U pacienti souboru NAAD tato
inzerce nebyla nalezena. Je dulezité zminit, Ze se jedna o piedbézny vysledek. Dalsi
analyzy, které jsou nezbytné pro potvrzeni mutace, nebylo mozné v ramci tohoto projektu
uskutecnit. Tento vysledek nelze interpretovat jako mutaci, dokud nebude potvrzen dalsi
nezavislou analyzou. Zadouci by byla napiiklad sekvenace celého intronu 27. Teprve poté
bude mozné odpovedét na otazku, zda se u vétSiny pacientl z naseho uzce specifikovaného
souboru AAD vyskytuje inzerce cytozinu. NavrzZeni postupu pro ovéfeni mutace je soucasti

diskuze.

Pro screening dalsich exontt FBN1 genu (4, 24, 25, 26, 28, 29 a 30) byla zvolena HRM
analyza, kterd byla provedena u 57 DNA vzorki (28 ze souboru AAD a 29 ze souboru
NAAD). U zadného z analyzovanych vzorkli nebyla zaznamenana vyznamné odlisna
vyslednda HRM kiivka a software tak nevyhodnotil zadnou podezielou sekvenci.
Nepotvrdili jsme souvislost téchto exoni s dilataci ascendentni aorty u pacienti s vadou

aortalni chlopné.
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5.1.4 Molekularné geneticky screening TGFBR2 genu

Screening vSech exoni TGFBR2 genu (1 — 7) byl provadén u 57 DNA vzorku
(28 ze souboru AAD a 29 zesouboru NAAD) prostiednictvim HRM. U Zadného
z analyzovanych vzorkl nebyla zaznamenana vyznamné odlisnd vysledna HRM kiivka
a software tak nevyhodnotil zadnou podezielou sekvenci. Mizeme se domnivat, Ze
nezménénd genetickd informace u TGFBR2 genu dava za vznik plnohodnotnému
transmembranovému TGFf receptoru. TGFp receptor druhého typu se podili na TGFf
signalizaci v cévni tkani. Nas predpoklad, Ze pokud by tato signaliza¢ni draha porusena tak
by to mohlo vést k rozvoji dilatace, se nepotvrdil. Moznou souvislost mutace v TGFBR2

genu s dilataci ascendentni aorty u souboru AAD tak mizeme vyloucit.

Kompletni anonymizovana data, ziskana z analyz u souboru pacientd s vadou aortalni
chlopng, v praci nelze zvetejnit, jelikoz v jejich kontextu by byla mozna identifikace
pacienta. Anonymizovana data jsou jako vystup jednoho z feSenych projektt spole¢ného
pracovist¢ Evropského centra pro medicinskou informatiku, statistiku a epidemiologii
uchovana na  pamétovém  médiu na  Univerzit¢  Karlové v  Praze
a jsou dostupna s laskavym svolenim feditelky EuroMISE centra prof. RNDr. Jany

Zvarové, DrSc (zvarova@euromise.cz).
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5.2 Vysledky u souboru pacienti s infarktem myokardu

5.2.1 Hodnoceni serologickych hladin MMP-2 a MMP-9 u pacientii
sIM

Serologické hladiny MMP-2 a MMP-9 byly stanoveny u 34 pacientd s akutnim
infarktem myokardu (IM). 21 vzorkt bylo odebrano do 6 hodin od prvniho projevu
ptihody (IMO6) a 13 vzorkd po 6 hodinach od piihody, nejpozdéji vsak do 24 hodin
(IMQO24). Analyzovano bylo také 30 vzorkt odebranych v ramci kontroly po 6 mésicich
(IMKG®6). Vysledné hladiny byly porovnavany se 34 vzorky kontrolniho souboru (CTRL).

V prvnich analyzach byly porovnavany nameéfené koncentrace MMP-2 a MMP-9 ve
vzorcich odebranych po diagnostice IM a po Sesti mésicich od prvniho odbéru
s koncentracemi zjisténymi ve vzorcich kontrolniho souboru (tabulka ¢. 14). Koncentrace
obou metaloproteindz byly u pacientd s infarktem myokardu vyznamné vys§i nez
u kontrolni skupiny, a to jak pfi inicialni hospitalizaci (p < 0,001), tak po Sesti mé&sicich
(p < 0,001). Rozdil mezi hladinou metaloproteinazy za hospitalizace a po Sesti mésicich
byl signifikantni pouze u MMP-9, hladina MMP-2 poklesla za toto obdobi jen nevyznamné
(z 299,47 £ 117,61 ng/ml na 263,20 = 167,08 ng/ml). Koncentrace MMP-9 po 6 mésicich
byla vyznamné snizena oproti hladinam naméfenym piti hospitalizaci (z 93,56 + 53,74

ng/ml na 49,87 + 27,77 ng/ml) (tabulka ¢. 14).

Tabulka ¢. 14: Hladiny MMP-2 (ng/ml) a MMP-9 (ng/ml) v séru naméfené v prvnich
24 hodinéach po IM a po 6 mésicich

IM IMKG6 CTRL p-hodnota
Marker | Primér ) Prameér ) Prameér ) IM vs. IM vs. ”\\/IIEG
+SD +SD +SD IMK6 CTRL .
CTRL
299,47 263,20 70,50
MMP-2 111761 (34) 167,08 (30) 139,58 (34)|0,317084 | < 0,001 | < 0,001
93,56 49,87 29,91
MMP-9 153,74 (34) 19777 (30) 19045 (34) |0,001507 | < 0,001 | < 0,001

IM — pacienti hospitalizovani s infarktem myokardu, IMK6 — pacienti sIM pii 6mési¢ni
kontrole, CTRL — kontrolni soubor
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Ctyfi pacienti, ktefi byli zafazeni do studie, se nedozili kontroly po 6 mésicich
(IMD®6). V tabulce ¢. 15 jsou uvedeny koncentrace MMP-2 a MMP-9 naméfené u téchto
pacientd pii hospitalizaci. Praimérné koncentrace jak MMP-2 tak MMP-9 jsou u pacient

s fatalni progn6zou (IMDG6) v porovnani s pacienty, kteti piezivaji déle, vyrazné vyssi.

Tabulka ¢. 15: Porovnani hladin MMP-2 (ng/ml) a MMP-9 (ng/ml) v séru u pacientd, kteti
se dozili vs. nedozili kontroly po 6 mésicich — méteno pfi piijeti s IM

IMKG6 IMDG6 CTRL

Marker )
Plﬁmér :l:SD (n) Prﬁmér :l:SD (n) p hodnota

Pramér +£SD | (n)

MMP-2 | 281,40 £117,61 | (30) |435,00 £55,83 | (4)| 0,00296 | 70,50 £39,58| (34)

MMP-O | 83,87+ 53,74 | (30) | 166,25 41,07 | (4)| 0,01826 |29,91 +20,45| (34)

IMK6 — pacienti, ktefi se dozili 6mé&si¢ni kontroly po infarktu myokardu, IMD6 — pacienti,
kteti zemreli do 6 mésict od infaktru myokardu, CTRL — kontrolni soubor

Krevni vzorek byl pacientim sIM odebirdn co mozna nejdiive po udalosti.
K odbérim vzorku dochazelo v riznych ¢asovych intervalech od zaznamenani prvnich
ptiznakd IM, vzdy do 24 hodin. Hodnocena byla zdvislost koncentrace MMP-2 a MMP-9
na Case odbéru (graf ¢. 10). Byla formulovana hypotéza, ze hladina MMP se méni
s rostouci dobou mezi odbérem a udalosti. K jejimu ovéteni byl pouzit model linearni
regrese, ktery vyjadiil zavislost hladiny MMP na Case mezi udélosti a odbérem v minutach.
Pro MMP-2 je vysledkem rovnice ve tvaru MMP-2 = 353,053 - 0,133*odbér, pficemz oba
koeficienty jsou na hladiné péti procent vyznamné. Pro MMP-9 vySel model ve tvaru
MMP-9 = 96,553 - 0,008*odbér, regresni koeficient u odbéru ovSem neni statisticky

vyznamn¢ odliSny od nuly (graf ¢. 11).
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Graf ¢. 11: Zavislost hladiny MMP-9 na ¢ase odbéru vzorku

Z regresnich modeld tedy muzeme ucinit zavér, ze v prvnich 24 hodinach hladina

MMP-2 vice kolisa a klesa s casem, kdezto hladina MMP-9 se jevi jako pfiblizné stabilni.
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Na zéklad¢ predchozich vysledkt byla skupina IM rozdélena do dvou podskupin podle
casu odbéru — IMO6 a IMO24. Pro srovnani hladin MMP v obou skupindch byl zvolen
dvouvybérovy t-test. Jeho piedpoklady jsou normalni rozdéleni obou vybéru a shoda
rozptylti. Normalni rozdéleni bylo ovéfovano histogramy a Shapirovym-Wilkovym testem,
homogenita rozptylii u obou skupin byla testovana F-testem. Tyto piedpoklady byly
splnény a na zakladé t-testu byly ziskany vysledky uvedené v tabulce ¢. 16. Skupiny
s odbérem do 6 hodin a nad 6 hodin se vyznamné li§i v hladiné MMP-2, ale nikoli v

hladin¢ MMP-9, coz souhlasi s vysledky z piedchozi Casti.

Tabulka ¢. 16: Hladiny vybranych MMP (ng/ml) u vzorkt odebranych do 6 hodin po IM
(IMOB6) vs. odbéry po 6 hodinach, maximalné do 24 hodin (IMO24)

p-hodnota

Marker | IMOG6 (pramér = SD) | IMO24 (prumér + SD)
t-test F-test

MMP-2 | 337,9048 + 94,05153 252,7692 + 126,2545 0,031527 0,235761

MMP-9 | 89,9048 + 53,59655 99,4615 + 67,4409 0,650277 0,351172

IMOG6 — odbér vzorku do 6 hodin od ptihody, IMO24 — odbér vzorku do 24 hodin od piihody,
MMP — matrix metaloproteinaza

5.2.2 Zhodnoceni souboru na zakladé namérenych parametri

Pro kazdého pacienta byly vedeny zdznamy o signifikantnich klinickych udajich, které
zahrnovaly: vysku, vahu, BMI, obvod pasu, systolicky tlak krve (STK), diastolicky tlak
krve (DTK), glykémii, lipidovy profil (celkovy cholesterol, HDL, LDL, TAG,
apolipoprotein A, apolipoprotein B), kreatinin a kyselinu mo€ovou. V tabulce ¢. 17 jsou
shrnuty a statisticky porovnany vysledky téchto parametrt, které byly namétfeny u pacientd
pfi piijeti s IM (IM) a u kontrolniho souboru (CTRL). Pro porovnéani skupin IM a CTRL
byl pouzit dvouvybérovy t-test.
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Tabulka ¢. 17: Vysledky sledovanych parametrii a jejich statistické porovnani u pacientl
s IM pfi pfijeti vs. u kontrolniho souboru

IM (max. n=30) CTRL (max. n=34)

Paramentr

(n) Primér+SD | (n) [ Pramér+ SD | t-statistika | p-hodnota
Vyska (cm) |(28)| 166,50+ 11,47 |(33)| 164,21 £10,43 | 0,8091 0,4219

Viha (kg) | (27)| 84.26+18,54 [(33)| 79,47+ 13,44 | 1,1223 0,2675

BMI @7 | 3004+5,15 [(33)| 29,55+4,75 | 0,3788 0,7063
Pas (cm) (20)| 95,80 11,41 |(30) | 99,47+9,60 | -1,1842 | 0,2441
STK

(29)| 13531+24,42(34)| 137,94+ 10,65 | -0,5381 | 0,5937
(mmHg)
DTK

9)| 7921+12,57 | (34)| 82,43+595 | -1,2637 | 0,2139
(mmHg)
Gly* (30)|  6,69+212 [(34)| 6.84+231 | -02697 | 0,7883
Chol* 28)| 535+131 |(34)| 5.23+1,48 0,3339 0,7396
LDL* 28)|  339+1,05 |(34)| 329+121 0,3365 0,7377
HDL* 28)|  1,28+032 |(34)| 144+044 | -16126 | 01121
TAG* 28)|  1,54+097 |(34)| 1,32+0,56 1,0616 0,2946

ApoA(gl) | (9| 130+034 [(31)| 1,40£029 | -0,7902 | 0,4452
ApoB(g/) | (9 | 1,04+033 [(3L)] 0,94+0,27 0,8367 0,4200

Kreatinin
(umol/l)
K. mocova
(umol/l)
IM — pacienti hospitalizovani s infarktem myokardu, CTRL — kontrolni soubor, BMI — index
télesné hmotnosti, STK — systolicky tlak krve, DTK — diastolicky tlak krve, Chol — celkovy
cholesterol, LDL - nizkodenzitni lipoprotein, HDL — vysokodenzitni lipoprotein, TAG —
triacylglyceroly,

Apo A — apolipoprotein A, Apo B — apolipoprotein B, Gly — glykémie

(30)| 81,67+15,51 |(34)| 80,68+ 14,48 | 0,2629 0,7935

(28)| 330,46+9326/(34)| 299,26 99,08 | 11,2744 0,2075

*) hodnoty v mmol/I
V tabulce ¢. 18 jsou shrnuty a statisticky porovndny vysledky vySe zminénych

parametri u pacientll pii piijjeti s IM (IM) a pfi jejich kontrole po 6 mésicich (IMK6).

Jelikoz jsou data v kazdém paru spolu korelovana (jde o dv€é méfeni na té¢ samé osob¢), byl
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pouzit pro porovnani parovy t-test. Z porovnani byly vyfazeny dvojice dat, kde chyb¢l udaj

pro IM nebo IMK6, proto se mohou lisit priméry zde uvedené od priméra v tabulce 17.

Sloupec df udava pocet stupni volnosti, coz zde znamena pocet pozorovani minus 1, tj.

napf. u vySky je 28 parovych pozorovani, u obvodu pasu pouze 16.

Tabulka ¢. 18: Porovnani vysledki sledovanych parametra u pacienti s IM pfi pfijeti a pfi
jejich kontrole po 6 mésicich

M IMKG6
Parametr ( ;Tﬁi)férnjso%) ( é?ﬁﬁérnjsoé) t-statistika | df | p-hodnota
Vyska (cm) 166,50 £ 11,47 | 166,57 £ 11,20 -0,1325 |27 | 0,8956
Viaha (kg) 85,54 + 17,65 84,37 + 17,42 15001 | 25| 0,1461
BMI 30,30 £ 5,07 29,83 + 4,58 12972 | 25| 0,2064
Pas (cm) 96,19 + 10,77 98,31 + 12,25 -1,0739 [ 15| 0,2998
STK (mmHg) | 13531+24,42 | 126,29 + 16,58 15888 | 28| 0,1233
DTK (mmHg) | 79,21+ 12,57 76,55 + 10,21 11302 |28| 0,268
Gly* 6,6 2,10 6,66 = 2,01 -0,1617 |28 | 0,8727
Chol* 5,38+ 1,32 425+0,75 51913 | 26 | 0,0000203
LDL* 3,37 £1,07 2,50 £ 0,68 43609 | 25| 0,0001953
HDL* 1,29 + 0,32 1,29 + 0,37 -0,1431 [26| 0,8873
TAG* 1,54 + 0,99 1,47 £1,04 04307 |26 0,6703
Apo A (g/l) 1,25 + 0,35 1,48 0,11 -2,0872 | 6 | 0,08191
Apo B (g/l) 1,11 +0,34 0,91+0,12 1,8394 | 6 | 0,155
(';rr?]aotl'/r:')” 81,82 + 16,01 85,39 + 15,92 -0,9896 | 27| 03312
(';n‘]lgl’/cl‘)’va 331,57+8531 | 369,35+9560 | -1,7776 |22| 0,08929

IM — pacienti hospitalizovani s infarktem myokardu, IMK6 — pacienti s IM po 6mési¢ni kontrole,
BMI — index télesné hmotnosti, STK — systolicky tlak krve, DTK — diastolicky tlak krve,
Chol — celkovy cholesterol, LDL — nizkodenzitni lipoprotein, HDL — vysokodenzitni lipoprotein,
TAG - triacylglyceroly, Apo A — apolipoprotein A, Apo B — apolipoprotein B, Gly — glykémie

*) hodnoty v mmol/I
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U pacientt pfi kontrole po 6 mésicich byly zaznameniny vyznamné rozdily
V lipidovém profilu. Hodnoty celkového cholesterolu a LDL byly pifi kontrole po
6 mésicich signifikantné snizené oproti hodnotam naméfenym pii piijeti. Mezi skupinami
IM vs. CTRL a IMKG6 vs. CTRL nebyly potvrzeny v lipidovém profilu vyznamné rozdily.
U dalsich biochemickych ukazateld nebyly zjistény pii kontrole po 6 mésicich od udalosti
statisticky vyznamné rozdily, vyznamné se neliSily ani pfi porovnani s kontrolnim
souborem. Pramérna hodnota BMI u souboru IM odpovida 30,30 + 5,07 a pii kontrole po
6 meésicich se vyrazné nezménila (29,83 + 4,58). Primérnd hodnota BMI u kontrolniho
souboru je srovnatelna (29,55 + 4,75). U vSech hodnocenych skupin jsou to hodnoty

odpovidajici nadvaze.

V pribéhu studie se jako zajimavé pro srovnani profilovaly skupiny pacient, ktefi se
dozili versus nedozili kontroly po 6 mésicich. Porovnani relevantnich klinickych tdaji
u téchto skupin pacientt je uvedeno v tabulce ¢. 19. Mezi srovnavanymi skupinami nebyl
nalezen prikazny rozdil ve sledovanych parametrech. OdlisSné hodnoty jsou patrné
u hodnot pro obvod pasu (vyssi hodnoty u pacientii ze souboru IMD6 oproti souboru

IMKS®), kde je p-hodnota mirné nad Sprocentni hranici.

Ve studii byli hodnoceni pacienti, ktefi byli pfijati do 24 hodin od zaznamenani
prvnich ptiznakd IM. Vzhledem k tomu, Ze hodnoceni serologickych markeri a genové
exprese byla porovnavana také na zékladé Casu odbéru vzorku, analyzovali jsme fyzikalni
a biochemické udaje u takto definovanych skupin pacienti (IMO6 a IMO24) (tabulka
¢. 20). Mezi porovnavanymi skupinami nebyl nalezen priikazny rozdil ve sledovanych
parametrech. Odlisné hodnoty jsou patrné u hodnot celkového cholesterolu a LDL (vyssi
hodnoty u pacientti ze souboru IMO6 oproti souboru IMO24), kde je p-hodnota kousek nad

Sprocentni hranici vyznamnosti.
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Tabulka ¢. 19: Vysledky porovnani sledovanych klinickych udaji u pacientt, ktefi se

dozili vs. nedozili kontroly po 6 mésicich — hodnoty méteny pii piijeti

IMK6 IMD6
Parametr (max. n=30) (max.n=4) |t-statistika |p-hodnota
(n) Primér+SD [(n)| Pramér=+SD
Vyska (cm) | (28)] 166,50 11,47 |(3)] 163,33+ 1041 | 04957 | 0,659
Vaha (kg) |(27)| 8426+18,54 |(2)| 81,00-1697 | 02603 | 08325
BMI @7)| 30,04+515 |(2)| 2955+1,17 | 0388 | 0,7134
Pas(cm) |(20)| 95,80+ 1141 |(2)] 103,00£2,83 | -2,2205 | 0,06769
STK (mmHg) | (29) | 135,31 24,42 |(4)| 139,00+9,.87 | -0,5506 | 0,5046
DTK (mmHg) | (29) | 7921+ 12,57 |(4)| 8438=16,36 | -0,6076 | 0,5806
Gly*  |(30)| 669212 |(2)| 1045+643 | -08241 | 05596
Chol* | (28)| 535=131 |(1)] 4,70+0,00 NA NA
LDL* | (28)| 339+1,05 |()] 2,59%0,00 NA NA
HDL*  |(28)| 128=032 |(1)| 1,91+0,00 NA NA
TAG* | (28)| 1,54+097 |(@)] 0,80=0,00 NA NA
ApoA (@) | 9) | 1.30:034 |(1)| 1.09%0,00 NA NA
ApoB (g | (9 | 1.04:033 |(1)| 0.69%0,00 NA NA
T;f:g;;)n 30)| 81,67+1551 |(3) 18433217855 | -0,0956 | 04242
%ﬁgﬁ;a (28)| 330,46+93,26 |(3)] 339,33+ 141,61 | -0,106 | 0,9245

IMKG6 — pacienti, ktefi se dozili 6mesic¢ni kontroly po infarktu myokardu, IMD6 — pacienti, ktefi

zemfeli na kardiovaskularni pfi¢inu do 6 mésicli od infaktru myokardu, BMI — index télesné
hmotnosti, STK — systolicky tlak krve, DTK — diastolicky tlak krve, Chol — celkovy cholesterol,
LDL — nizkodenzitni lipoprotein, HDL — vysokodenzitni lipoprotein, TAG — triacylglyceroly,
Apo A — apolipoprotein A, Apo B — apolipoprotein B, Gly — glykémie, NA - nehodnoceno

*) hodnoty v mmol/I
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Tabulka ¢. 20: Vysledky klinickych udaji u skupin pacientii rozdélenych dle ¢asu odbéru

krevniho vzorku pii pfijeti

IMO6 IMO24
Parametr (max. n=21) (max. n=13) t-statistika | p-hodnota

(n) Pramér = SD (n) Pramér = SD
Vyska (cm) | (19) | 165,79+ 11,88 |(12)| 166,83 +10,64 -0,2542 0,8014
Véha (kg) |(18)| 86,06+18,21 |(11)| 80,73 +18,48 0,7575 0,4572
BMI (18)| 30,88+5,06 |(11)| 28,58 +4,68 1,2451 0,2258
Pas (cm) (11)| 95,00+11,41 |(11)| 97,91 +11,09 -0,6065 0,551
STK

(20) | 136,70 27,53 |(13)| 134,31 +14,72 0,3239 0,7483
(mmHg)
DTK

(20)| 81,58+ 14,83 |(13)| 77,15+9,09 1,0616 0,2966
(mmHg)
Gly* (19)| 647+2,00 [(13)] 7,58+3,11 -1,1406 0,2684
Chol* (17) 5,67+1,35 (12) 4,83 +1,07 1,8794 0,0712
LDL* (A7) 3,65+1,05 [(12)] 2,96+0,94 1,8685 0,07327
HDL* (A7) 129+025 |(12)] 1,32+0,44 -0,2329 | 10,8188
TAG* (17) 1,64+ 1,14 (12) 1,33+ 0,63 0,9456 0,3532
ApoA (g/l) | (8) 1,30 £ 0,37 2 1,21 +0,16 0,5629 0,6023
Apo B (g/l) | (8) 1,04+035 | (2| 085+023 0,9464 0,4285
Kreatinin

(20) | 83,05+15,70 |(13)| 103,23 + 87,36 -0,8243 0,4252
(umol/l)
K. CoVva

MOCOVA 1 18)| 332,17+9146 |(13)| 330,15+ 10524 | 0,0555 | 0,9562

(umol/l)

IMO6 — odbér vzorku do 6 hodin od piihody, IMO24 — odbér vzorku do 24 hodin od piihody,
BMI — index télesné hmotnosti, STK — systolicky tlak krve, DTK — diastolicky tlak krve,
Chol — celkovy cholesterol, LDL — nizkodenzitni lipoprotein, HDL — vysokodenzitni lipoprotein,
TAG - triacylglyceroly, Apo A — apolipoprotein A, Apo B — apolipoprotein B, Gly — glykémie

*) hodnoty v mmol/I
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5.2.3 Hodnoceni genové exprese biomarkeri v periferni Krvi

Izolace pro jednotlivé vzorky byly ¢asto opakovany, aby bylo dosazeno co nejlepsi
kvality vstupniho materialu pro naslednou ¢ipovou analyzu. VSechny analyzované vzorky

RNA splnily tato rozhodujici kritéria:
e Pome¢ér absorbanci 260nm/280nm > 1,8 (méfeno na Nanodropu).

e RNA Integrity Number (RIN) > 7,0 (mé&feno na Bioanalyzeru 2100, Agilent

Technologies)

e Pomér ribozomalnich podjednotek 28S/18S > 0,7 (méfeno na Bioanalyzeru
2100, Agilent Technologies)

V ramci expresni analyzy byla hodnocena exprese vybranych geni u souboru
34 pacientu s infarktem myokardu ve dvou ¢asovych bodech. A to v obdobi 0 — 6 hodin

a 6 — 24 hodin od vzniku a bezprostiedniho rozvoje infarktu myokardu.
Hodnocen byl expresni profil gent:

e pro vybrané metaloproteinazy: MMP1, MMP2, MMP3, MMP7, MMP8, MMP?9,
MMP13 a MMP14

e pro tkanové inhibitory TIMP: TIMP1, TIMP2, TIMP3, TIMP4

e pro vybrané proteiny: FN1 (Homo sapiens fibronektin 1), SPARC (osteonektin),
SPP1 (osteopontin)

e pro vybrané cytokiny: IL1A (interleukin-1-alfa), IL1B (interleukin-1-beta), IL7
(interleukin-7), 1L18 (interleukin-18) a TNF (tumor necrosis factor)

Samotnému vyhodnoceni dat pfedchazelo nékolik krokl ptredzpracovani. Prvnim

z nich byla kontrola kvality, ktera byla provedena klasickou explorativni analyzou. Sum
signalu na pozadi ¢ipu, u kterého se predpokladd normalni rozdéleni, byl odstranén pomoci
konvoluéniho modelu. Tento model pfedpoklada, Ze signal z ¢ipi ¢teny pomoci skeneru je
smési normalné rozdéleného Sumu a exponencialné rozdeleného signalu intenzit genové
exprese (Ritchie et al., 2007). Dalsim krokem byla nespecificka filtrace, ktera byla urcena
k vylou€eni neinformativnich sond, tedy takovych, které mély malou intenzitu a malou
zménu Vv expresi. Nakonec byla provedena transformace, kterd usnadiiuje vizudlni
proSetfeni dat. Existuje nckolik transformaci, které mohou znac¢né zredukovat

nesoumérnosti, pro vyhodnou interpretaci dat byla pouzita log, transformace.
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Data byla normalizovana pomoci kvantilové normalizace (Smyth a Speed, 2003).
Kvantilova normalizace je zalozena na potadi pozorovani, takze neexistuji zadné
predpoklady na rozlozeni dat. Nejprve byla normalizace provedena na podskupiné
invariantnich genti, a pak byly linearni interpolaci odhadovany zbyvajici intenzity spott.
Dalsim krokem byla nespecificka filtrace, ktera je urcena k eliminaci neinformativnich
sond, tedy takovych, které maji nizkou intenzitu a malou zménu v expresi. Data genové
exprese byla analyzovana pomoci linearnich modelt pro analyzu dat z microarray
experimentt ,,limma“ (Smyth et al., 2004), navrzenych pro statisticky systém R v ramci

projektu Bioconductor.

Za diferencidln¢ exprimované jsme povazovali geny, které splnily jak podminku
statistické vyznamnosti na hladiné 5 %, tak téz klinické vyznamnosti, kterd predpoklada
hodnotu fold-change (FC) alespon 2 v absolutni hodnoté. FC je pomér naméfenych hodnot

experimentalnich vzorki ku hodnotam kontrolnich vzork.

Expresni intenzity sledovanych 21 genti, souvisejicich s MMP, byly porovnavany
u souboru pacientit s IM s kontrolnim souborem. Z vybrané skupiny gent vykazovala
vétSina genl velmi nizkou intenzitu a malou zménu v expresi a proto musely byt z dal§iho
porovnani vylouceny. V tabulce ¢. 21 jsou uvedeny 2 geny, jejichz intenzita signalu
umozinovala statistické porovnani. Expresni intenzity u téchto dvou gend Se statisticky ani

klinicky vyznamné nelisily.

Tabulka ¢. 21: Vysledky analyzy genové exprese u souboru IM vs. CTRL

Symbol Pramérna |BH adjust. p-hodnota Log-FC .Pravdé.[’)odrobnost
genu exprese (g-hodnota) diferencialni exprese
MMP8 5,89 -0,523 0,5374 0,1125
SPP1 5,86 0,313 0,7132 0,0405

Primérné exprese — pramérna hodnota intenzit genové exprese ve spojeném souboru

BH adjust. p-hodnota — Benjamini-Hochbergova adjustace dosazené hladiny vyznamnosti pro
mnohonésobna porovnani

Log-FC — dvojkovy logaritmus podilu intenzit ve skupinach IM a CTRL

Pravdépodobnost diferencialni exprese - pravdépodobnost, ze sledovany gen je skuteéné
diferencialn€ exprimovan
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Hodnoty genovych expresi byly porovnavany také pro dvé skupiny s rozdilnou dobou
odbéru (IMO6 a IMO24) (tabulka ¢. 22). Porovnani dvou mnohorozmérmnych primért
pomoci mnohorozmérné analyzy rozptylu nevyloucilo jejich shodnost. Pokusili jsme se
presto identifikovat geny, jejichz exprese by se mohla v obou skupinach nejvice lisit.
Protoze data genovych expresi nebyla normalné¢ rozdélena, bylo nutné provést
logaritmickou transformaci. Pro porovnani byl pouzit dvouvybérovy t-test, jenz
predpokladd, ze mame dva vybéry z normalniho rozd€leni se stejnym rozptylem
a rozdilnou stfedni hodnotou. Shodnost rozptyli byla testovana F-testem, normalita byla

ovéfovana pomoci histogrami a Shapiro-Wilkova testu. Nulova hypotéza hovoii o rovnosti

sttednich hodnot v obou vybérech, zamitame ji, pokud je p-hodnota pod 5 procenty.

Porovnani primérnych expresi vybranych geni mezi skupinami IMO6 a IMO24
ukazuji statisticky vyrazné odlisné hodnoty u genu IL18. K rozdilu mezi skupinami IMO6
a IMO24 dale ptispivaji i geny TIMP2 a MMP9. V tabulce ¢. 22 jsou sefazeny vysledky
pro jednotlivé genové exprese podle p-hodnoty. Vysledky ukazuji, ze zatimco obé
porovnavané skupiny maji vyrazné¢ odlisné hladiny obou metaloproteinaz, v jejich

genovych expresich neni znatelny rozdil.

Tabulka ¢. 22: Porovnani hodnot genovych expresi mezi skupinami s odbérem do
6 hodin (IMO6) a nad 6 hodin (IMO24)

, Primérna exprese p-hodnota
Nazev genu t-statistika
IMO6 IMO24 t-test F-test

IL18 8,9809 8,6855 2,13849 0,040211 0,176260
TIMP2 6,9906 6,6312 1,46181 0,153545 0,255567
MMP9 7,9300 7,5665 1,42951 0,162547 0,043735
IL1B 7,0595 7,2268 -1,20761 0,236048 0,652115
MMP8 4,3112 4,1692 1,18138 0,246158 0,543866
MMP3 3,8596 3,9243 -0,90679 0,371298 0,735486
TNF 5,3203 5,4542 -0,87669 0,387189 0,974696
SPARC 4,7804 4,6837 0,52378 0,604037 0,399902
TIMP4 4,0030 4,0498 -0,51661 0,608983 0,509484
FN1 b 3,8371 3,8788 -0,46001 0,648623 0,930166
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Tabulka ¢. 22: Porovnani hodnot genovych expresi mezi skupinami s odbérem do
6 hodin (IMO6) a nad 6 hodin (IMO24) - pokrac¢ovani

, Primérna exprese p-hodnota
Nazev genu t-statistika
IMO6 IMO24 t-test F-test

MMP1 3,8599 3,8965 -0,44516 0,659201 0,677802
MMP13 3,9379 3,9073 0,36431 0,718023 | 0,941179
MPP2 3,9232 3,8956 0,35891 0,722018 1,000000
TIMP3 4,2220 4,2518 -0,35566 0,724427 0,488524
MMP7 3,8189 3,7985 0,23165 0,818284 | 0,989766
MMP14 3,8736 3,8895 -0,21184 0,833572 0,899659
SPP1 4,3892 4,4231 -0,19764 0,844577 1,000000
TIMP1 7,9989 8,0168 -0,13953 0,889905 | 0,821356
FN1 a 3,7836 3,7910 -0,09558 0,924447 1,000000
IL7 4,0045 4,0134 -0,09410 0,925619 0,821175
IL1A 3,9323 3,9376 -0,06422 0,949198 | 0,517686

IMOG6 — odbér vzorku do 6 hodin od piihody, IMO24 — odbér vzorku do 24 hodin od

ptihody

Kompletni anonymizovana data, ziskand z analyz u souboru pacientd s infarktem

myokardu, Vv praci nelze zvetejnit, jelikoz v jejich kontextu by byla mozna identifikace
pacienta. Anonymizovana data jsou jako vystup jednoho z feSenych projektl spole¢ného
pracovisté Evropského centra pro medicinskou informatiku, statistiku a epidemiologii
uchovana na  pamétovém  médiu na  Univerzit¢  Karlové v Praze
a jsou dostupna s laskavym svolenim feditelky EuroMISE centra prof. RNDr. Jany

Zvarové, DrSc (zvarova@euromise.cz).

80


mailto:zvarova@euromise.cz

6 Diskuze

V predkladané praci byly hodnoceny dvé skupiny pacientd s odlisSnou kardiologickou
diagnozou. Vzhledem Kk podobnosti problematiky imunologickych a biochemickych
ukazatel  diskutuji  vysledky ziskané z proteomickych analyz U vybranych

kardiovaskularnich chorob spolec¢né.

6.1 Imunologické a biochemické analyzy

6.1.1 Imunologické ukazatele

Vyznamnou roli v patofyziologii kardiovaskularnich onemocnéni hraji matrix
metaloproteindzy, pfedevSiim MMP-2 a MMP-9. Rovnovdha mezi MMP a jejich
tkanovymi inhibitory kontroluje a fidi metabolizmus v extraceluldrni matrix. N&které
Z téchto enzymil je mozné detekovat a méfit v krevnim séru. V této souvislosti se nabizi
velmi lakava otazka, zda by bylo mozné monitorovat zmény v tkdnich prostfednictvim

jednoduchych laboratornich testt z krve.

Piedpokladali jsme, Ze pokud se kromé& patologie aortalni chlopné vyskytuje také
postizeni ascendentni aorty, bude v tkanich probihat vice degradac¢nich pochodt, coz bude
spojeno s nardstem koncentraci metaloproteinaz. Zvyseni koncentrace MMP-2 nebo
MMP-9 u pacientdt s AAD by mohlo byt indikatorem vétsiho postizeni v souvislosti
s aortalnim onemocnénim. Velice piinosné by bylo, pokud by bylo mozné identifikovat
jedince s konkomitantni dilataci na zakladé testovani vybranych biomarkert z periferni

krve.

Zatimco vyzkumu ohledné MMP a jejich souvislosti Sridznymi patologiemi
ascendentni aorty nebo s poruchami aortadlni chlopné se veénovalo v poslednich letech
nekolik studijnich tymi, 0daji o serologickych hladinach metaloproteindz u pacient
s dilataci ascendentni aorty dosud neni mnoho. Podil MMP a jejich inhibitori TIMP byl
prokdzan u aneurysmat hrudni aorty a rozdilné hodnoty MMP byly zaznamenany
u pacientl s trikuspidalni (TAV) a bikuspidalni (BAV) aortalni chlopni (Fedak et al., 2003;
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LeMaire et al., 2005; Ikonomidis et al., 2006; Ikonomidis et al., 2007). Ikonomidis et al.
(2013) se pokusili nalézt kombinaci MMP a TIMP, kterd by umoznila rozeznat etiologii
vedouci ke vzniku aneurysmat ascendentni aorty na zakladé¢ posouzeni hladin téchto
potencialnich biomarkert zkrve. Vysledky analyz, provedenych ze vzorki tkané
ascendentni aorty a z krevni plazmy, ukézaly odliSné profily plazmatickych koncentraci
MMP a TIMP u pacientd s bikuspidalni a s trikuspidalni aortalni chlopni (Ikonomidis et
al., 2013). V nasi studii jsme porovnavali, zda je mozné u pacientd s poruchou aortalni
chlopné popsat odlisné koncentrace MMP-2 a MMP-9 pro skupinu s dilataci ascendentni
aorty a bez této pridruzené dilatace. Vysledky imunologickych analyz ukazaly, ze
naméfené hodnoty MMP-2 a MMP-9 se pfi porovnani téchto dvou skupin navzijem
statisticky vyznamné neli§i. K podobnym vysledkiim dospéli také autofi v recentni studii
provedené u pacientll s bikuspidalni aortdlni chlopni: plazmatick¢ hladiny MMP-2
a MMP-9 u pacientli sa bez pridruzené dilatace aorty nebyly signifikantné odlisné
(Kilickesmez et al., 2012; Abaci et al., 2013). Zda se, Ze patologie ascendentni aorty, at’ uz
u naSich pacientll nebo u pacientli z vySe zminénych studii, kde pacienti m¢li vrozenou

vadu aortalni chlopné, neni detekovatelna prostfednictvim méfeni MMP ze séra.

Hladiny MMP-2 i MMP-9 v séru byly u obou skupin pacientl s vadou aortalni
chlopné¢ (at’ jiz byla doprovazena dilataci aorty ¢i ne) vyznamné zvySené oOproti
kontrolnimu souboru. Domnivame se, Zze naméfené hladiny téchto dvou MMP odrazeji
miru degradacnich a remodelac¢nich procest v extraceluldrni matrix aortadlni chlopné.
V tkdni pravdépodobné dochazi krozpadu kolagennich vldken a k fragmentaci
a naslednému odliSnému rozvrstveni elastickych vlaken, tkan prestava plnit své funkce
a dochazi ke zmeén¢ jejich kontraktilnich a mechanickych vlastnosti. Nasledna porovnani
serologickych hodnot MMP-2 a MMP-9 u pacientd s aortalni stenézou a s aortalni
insuficienci nevykazovala statisticky vyzmanmé rozdily. To je ve shodé s histologickym
a biochemickym pozorovanim, které provedli u aortalnich chlopni Fondard et al. (2005).
Prestoze aortalni stenoza a insuficience vykazuji odlisny vzorec histologickych zmén,
sdilely dle autori ob& poruchy nékteré spolecné ECM charakteristiky (Fondard et al.,
2005). Zvysené koncentrace obou gelatindiz mohou také signalizovat pfitomnost
zanétlivého procesu v organismu, napiiklad aterosklerozy, jak je diskutovano dale.
V souvislosti s tvorbou aterosklerotickych aneurysmat popsal zvysenou aktivitu MMP-9 jiz
Segura et al. (1998).
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Z dalsich predkladanych vysledkii vyplyva, ze zvySené serologické hladiny MMP-2
a MMP-9 by mohly byt ovlivnény vékem. Vybér pacientli byl zna¢né limitovan uzce
definovanou a méné frekventovanou diagnézou, diraz byl dban na posouzeni kazdého
pacienta zejména po klinické strance a vék pacienti nebyl pfi vstupu do studie omezen.
Studovany soubor pacientti s AAD a NAAD byl ve véku 35 az 81 let. Pravdépodobnost, zZe
se u starsich osob vyskytuje vice degenerativnich nebo zanétlivych procesti, které nemusi
byt klinicky zaznamenatelné, je mnohem vétsi nez u mladSich jedincii. Naméiené
serologické hladiny MMP-2 se vyznamné zvySovaly s vékem (rs = 0,50, p<0,001)
Vv souvislosti se zdravotnim stavem, inicialni diagnézou. Ke stejnému zavéru jsme dospéli
také u serologickych hladin MMP-9 (rs = 0,54, p<0,001). Pfedpokladame, Ze v postizené
tkani neustale dochazi k remodelaci v reakci na hemodynamické podminky a na stav
onemocnéni. S vékem souvisejici degenerativni zmény, doprovdzené naristem MMP
u pacientt S postizenim aortalni chlopné, doposud nebyly reportovany. Abaci et al. (2013)
uvadéji pozitivni korelaci mezi vékem a primérem ascendentni aorty u pacientii s BAV.
Fritze et al. (2012) také hodnotili vliv véku na elastickou tkan lidské aorty. Ve svych
analyzach sledovali mimo jiné i koncentrace MMP-2 a MMP-9 v aortalni tkani (odebrané
pacientim pii koronarnim bypassu) u tii vékovych skupin (<60 let, 60-70 let a >70 let),
statisticky vyznamnou souvislost mezi segregovanymi MMP-2 a MMP-9 a vékem
nenalezli. Na zéklad¢€ analyz ze vzorkli ascendentni aorty popsali, Ze s nariistajicim vékem
dochdzi k vyrazné destrukci interlaminarnich fibrilarnich elastickych struktur a k tbytku
bun¢k hladké svaloviny v tunica media, coz vede k omezeni nebo ztraté elastické
a vasoaktivni funkce cévy (Fritze et al., 2012). Pfestoze vék mize mit sviij podil na kvalité
elastickych vldken, primarni pfi¢inou zvySenych hladin MMP-2 a MMP-9 u zkoumanych
souboril neni. To povrzuji naSe analyzy u zdravych jedincii kontrolniho souboru, kteti byli
ve véku 35 az 55 let, a u kterych nebyla prokazana zadna vyznamna souvislost mezi vékem
a hladinou metaloproteindz v séru. Navic, pokud jsme vyloucili ze statistick¢ analyzy
nejstarsi pacienty a omezili vékovou hranici na veék 35 - 65 let, abychom zarucili alesponi
¢astecnou srovnatelnost skupin co do veéku, zlstavaly rozdily v koncentracich mezi tfemi

popsanymi skupinami stejné signifikantni.

V predklddané praci byla také hodnocena moznd souvislost mezi naméfenymi
hodnotami vybranych metaloproteinaz a maximalnim primérem dilatované ascendentni

aorty. Zadna vyznamna zavislost hodnot MMP-2 a MMP-9 na rozsahu dilatace ani na
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vyskytu aortdlni stendzy nebo insuficience nebyla v naSich analyzach potvrzena. Tyto
vysledky jsou ve shod¢ s nalezy ze studie, kterou provedli Abaci et al. (2013) u pacienti
s bikuspidalni aortalni chlopni, a ve které nebyla téz zaznamendna korelace mezi
prumérem ascendentni aorty a hodnotami MMP-2 a MMP-9 (Abaci et al., 2013). Podobné
pohlavi, BMI a biochemické markery neukézaly jakoukoli souvislost s detekovanymi

hladinami MMP-2 a MMP-9 v séru.

To nas vede k zavéru, ze na etilogii dilatace ascendentni aorty se pravdépodobné
velkou mirou podileji genetické faktory, které ovliviiuji kvalitu a kvantitu elastickych
slozek zastoupenych V tkani. Svlij podil zde mohou mit i zménéné hemodynamické
poméry na poskozené aortalni chlopni, které vedou k turbulentnimu toku krve. Pti
turbulentnim proudéni krev proudi v cévé ve smérech, které s dlouhou osou cévy sviraji
ruzny uhel, véetné pravého uhlu. V krevnim proudu vznikaji viry a to zhorSuje tokové
vlastnosti krve. Priitok krve za téchto podminek neni pfimo imérny tlakovému gradientu,
ale pfiblizn€ jeho druhé mocniné€. Turbulentni proudéni navic mize vést k mechanickému
poskozeni stény tepen nebo k projevu dysfunkce (ve smyslu dilatace) v pripadé abnormalni
elastické slozky pojivové tkané ascendentni aorty. Dilatace ascendentni aorty byla
u naseho souboru pacientll pozorovana jen u 10 % pacientli s poruchou aortalni chlopné at’
jiz ve smyslu stenézy ¢i insuficience. Souvislost aortalni stenézy a dilatace ascendentni
aorty je klinicky zndmy jev. Mezi aortalni insuficienci a dilataci ascendentni aorty nebyla
v odborné literatufe popsana jednoznacné souvislost. Nahrada poskozené aortalni chlopné
zasadné upravuje hemodynamiku na aortdlnim Uusti a tak eliminuje spoustéci faktor
dilatace. Aortoplastika obnovenim ptivodniho priméru vzestupné aorty pak snizuje riziko

disekce a ruptury vzestupné aorty.

U souboru pacientl s primarnim vyskytem infarktu myokardu jsme prokazali vyrazné
zvysené hladiny MMP-2 i MMP-9 v séru v ¢asné fazi po IM (do 24 hodin od prvnich
ptiznakd IM) v porovnani s kontrolnim souborem. Domnivame se, ze k naristu MMP-9
Vv krvi dochazi v souvislosti s ¢asnou zanétlivou reakei, kdy jsou hlavnim zdrojem MMP-9
predevsim neutrofily. Neutrofily jsou prvni buiiky zanétlivé odpovédi, které se dostavaji do
loZiska a jejich ptisun vrcholi ptfiblizn€ po 24 hodindch po IM. V pozdéjSich fazich je
MMP-9 produkovana predevsim makrofagy, lymfocyty a fibroblasty (Jonsson et al., 2011).

V disledku narastu MMP-9 dochazi k proteolyze a k degradaci strukturdlnich komponent
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ECM, coz vede k dalsi infiltraci zanétlivych bunék do loziska. Zvysené hladiny MMP-9
jsou tak Casto doprovazeny naristem poctu bilych krvinek v krvi. MMP-2 muze byt
v obdobi 1-6 dni po IM produkovana myocyty, fibroblasty, endotelovymi buiikami,
bunkami hladké svaloviny a zanétlivymi buiikami v myokardu (Chow et al., 2007; Lindsey
et al., 2005; Porter et al., 2009; Van den Borne et al., 2009), tedy predev§im lokalné
v myokardu. Disledkem degradace tkan¢ pravdépodobné muze dochazet K vyplaveni
MMP-2 z intersticialnich prostor do krevniho obé&hu, kde jsme detekovali zvy$ené hladiny

této metaloproteinazy.

Je dulezit¢ zminit, ze MMP se nepodili pouze na zanétlivych a reparacnich procesech
v souvislosti s IM, ale doprovazeji také aterogenezi a destabilizaci aterosklerotickych
plati. Ateroskleroticky plat miize byt hlavnim zdrojem MMP-9 uvolnénych do ob&hu. Ve
vice nez 95 % pftipadd je pficinou infarktu myokardu koronarni ateroskler6za s rupturou
intimy a trombozou v misté platu. Histologickd vySetfeni nestabilnich plati potvrzuji
zanétlivé zmény v jejich fibroznim krytu. Pfedev§im v mistech, kde kryt platu prechdzi
v endotel, je pfitomna vyrazna infiltrace aktivovanymi makrofagy a T-lymfocyty (Libby,
1995; Gidron et al., 2002). Hlavni pfi¢ina ruptury nestabilniho platu neni zcela jasna.
Jednim z faktor(, ktery piispiva ke ztencovani fibrozniho krytu platu a k jeho destabilizaci,
je pusobeni pravé metaloproteindz, které jsou uvoliovany z makrofagt. Predev§im MMP-9
je zvySené exprimovana v pokrocilych aterosklerotickych 1ézich (Brown et al., 1995) a jiz
nékolik studii potvrdilo, zZe MMP-9 muze v akutni fdzi IM pochazet z prasklych
koronarnich plati (Chen et al., 2005; Fiotti et al., 2008). K destabilizaci platu ptispiva také
zanétliva reakce, oxidativni stres ¢i stfihové napéti (Rajavashisth et al., 1999). Namétené
zvySené hladiny MMP-9 u zkoumaného souboru mohou byt také odrazem

aterosklerotickych zmén.

Vyrazné zvysené hladiny MMP-2 a MMP-9 v porovnani s kontrolnim souborem
odpovidaji vysledkim ze studie, kterou provedli Kelly et al. (2007). Ve studii hodnotili
hladiny MMP-2 a MMP-9 v plazmé u 91 pacientt s akutnim IM a zaznamenali vyznamné
zvySené koncentrace obou MMP v obdobi 0-12 hodin po pfijeti s IM k hospitalizaci
V porovnani S kontrolnim souborem (Kelly et al., 2007). Podobné Kuliczkowski et al.
(2013) popsali zvysenou aktivitu MMP-2 a MMP-9 v akutni fazi u pacientti s IM (STEMI).
Dle jejich pozorovani nebyla aktivita MMP-2 vyrazné odlisna u kontrolniho souboru, ktery
tvofili pacienti se stabilnim koronarnim onemocnénim, naopak u MMP-9 byla aktivita
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V porovnani s kontrolnim souborem zvySend i pfi méfeni po 12 hodinach. Piedpokladame,
ze zvySené hladiny obou MMP u naSich pacientd v ¢asné fazi po IM odrazeji zmény
spojené se vznikem arozvojem tohoto onemocnéni. Pokud by se podafilo definovat
referen¢ni serologické hladiny pro MMP-2 a MMP-9 pro zdravou populaci, mohlo by mit
sledovani hladin MMP u pacientii v akutni fazi po IM velky vyznam. Data ziskand ze
stanoveni hladin vybranych metaloproteinaz u preinfarktovych stavli by mohla mit
diagnosticky potencial pii monitoringu 0sob s nespecifickymi piiznaky (bolest nebo tlak,

paleni v oblasti hrudniku apod.).

V priabehu let 1996 az 2011 se fada autorti vénovala hledéni potencidlnich biomarkert,
které by predikovaly miru remodelace levé komory (LK) a srde¢niho selhani po infarktu
myokardu. Za toto obdobi bylo nalezeno 112 souvislosti mezi 52 riznymi biomarkery
a nezédouci remodelaci levé komory. Pozitivni korelace mezi hladinou biomarkeru
a remodelaci LK byla zaznamenéana v 63 % ptipadl, negativni ve 4 % a Zadna korelace

ve 33 % (Fertin et al., 2012).

Vysledky u pacientil, ktefi zemfeli na kardiovaskularni ptithodu do 6 mésict po IM
(IMD6), ukazuji zvySené prumérné hladiny jak MMP-2 tak MMP-9 v porovnani
S pacienty, ktefi se 6mési¢ni kontroly dozili. Nekteré dosavadni prace povazuji zmény
Vv hladinach gelatinaz v ¢asné fazi po IM za mozny a nezavisly ukazatel vzniku a rozvoje
nezadouci remodelace LK a srde¢niho selhani (Matsunaga et al., 2005). Remodelace LK je
rozhodujici pro dalsi vykon a funkci myokardu a muize byt povaZovan za nezavisly
ukazatel morbidity a mortality (Frangogiannis et al., 2002; Fertin et al., 2012).
Kandidatnim biomarkerem pro predikci negativni remodelace LK se zda byt predev§im
MMP-9, souvislost jeho hladin s naslednou remodelaci LK po IM byla opakované
zaznamenana v nékolika studiich (Squire et al., 2004; Wagner et al., 2006; Webb et al.,
2006; Orn et al., 2007; Kelly et al., 2007; Kelly et al., 2008; Weir et al., 2010; Miyazaki et
al., 2010). Také nase pozorovani ukazuji vyssi hladiny MMP-9 (méfeno pii ptijeti ze séra)
u pacientll s nepfiznivou prognézou. Souvislost s naslednymi zménami LK popisuji také
Cogni et al. (2013), kteti ve své studii uvadéji, ze zvysené serologické hladiny MMP-9
(inaktivni MMP-9) namétfené v obdobi 12-72 hodin po IM mohou predikovat zachovani

objemtl LK po 6 mésicich od uzavéru koronarni arterie.

V tadé studii nebyla popsana zadna korelace mezi hladinami MMP-2 a remodelaci LK
(Squire et al., 2004; Webb et al., 2006; Orn et al., 2007; Kelly et al., 2007; Weir et al.,
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2010). Naproti tomu nase vysledky ukazuji vyssi pramémé hladiny MMP-2
u pacientu s fatalni prognozou. Podobné zavéry udadéji Nilsson et al. (2012), kteti popsali
souvislost mezi hladinami MMP-2 u pacientt pfti pfijeti se STEMI a po 12 hodinach a mezi
rozsahem myokardialniho postizeni a nasledné dysfunkce LK. V recentni studii také Cogni
et al. (2013) popisuji souvislost mezi zvySenymi hladinami aktivni formy MMP-2 v séru
a negativni srde¢ni remodelaci po IM. Pro vyhodnoceni vysledkl zZ provedenych analyz
byl limitujici pocet pacientd s fatadlni diagnézou, coz je faktor, ktery nelze ovlivnit.

Rozsiteni souboru by mohlo piinést statisticky zajimavé vysledky.

Hladina MMP-9 v séru u pacientli za obdobi 6 mésictu vyrazné klesla, zatimco hladina
MMP-2 poklesla jen nepatrné. Tan a Hua (2012) hodnotili serologické hladiny MMP-9
u pacientti S akutnim STEMI a srovnavali hodnoty pfi pfijeti s hodnotami po 3 letech.
Hladiny MMP-9 v séru byly po 3 letech od pfihody vyrazné nizsi, piesto nadale stabilné
zvySené (Tan a Hua, 2012). To znamena, Ze MMP-9 neni spojena pouze S procesem
ruptury aterosklerotického platu vedouci k projevu IM, ale podili se také na remodelacnich
procesech v myokardu po IM. Remodelace LK je plynuly a ¢asové naro¢ny proces a bylo
prokazéano, ze se muze vyvijet nékolik mésicli nebo 1 let po IM a miize vést az k srde€nimu
selhani. Jak MMP-2 tak MMP-9 jsou dulezité pro hojivé procesy a pro podporu
revaskularizace po IM a jejich pfitomnost v séru dokazuji i nase méfeni, provedena po
6 mésicich. Zvysena koncentrace téchto MMP v tkani a pomér jejich inhibitort je klicovy
pro myokardialni remodelaci. MMP tak mohou velkou mirou pfispivat ke stabilizaci a ke
kompenzatornim mechanizmim pro udrzeni srde¢niho vydeje po IM. Webb et al. (2006)
sledovali koncentrace MMP-2 a MMP-9 a jejich inhibitord v plazmé v prubéhu Sesti
meésict po IM a zaznamenali snizovani koncentrace MMP-2, zatimco hladiny MMP-9 se
zvysovaly. Casné zvyseni hladin MMP-9 v plazmé, spojené s navysenim poétu neutrofili,
ma negativni vliv na rozsah remodelace LK po IM. Na druhou stranu zvySené hodnoty
MMP-9 v plazmé v pozdni fazi, tj. po zahajeni tvorby jizvy, jsou spojené se zachovanim
funkce LK a maji tedy ptiznivé GcCinky (Halade et al., 2013). Naopak MMP-2 je
aktivovana u modelu srde¢niho selhani, a to jak se systolickou, tak s diastolickou
dysfunkci (Nishikawa et al., 2003). Aktivovana MMP-2 mutze tedy byt castecné
zodpovédna za ztenCeni komory u obou typt srde¢niho selhani. Domnivame se, Ze neni
mozné obecné definovat vyvoj serologickych hladin MMP-2 a MMP-9 v obdobi 6 mésicti
po IM. Sledované markery a jejich hladiny mohou byt ovlivnény typem, zavaznosti

a stadiem onemocnéni, coz by mélo byt brano v potaz pfi porovnavani vysledkd z riznych
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studii. Pacienti mohou byt premedikovani od Iékafe prvni linie, rovnéz indikovana
intervencni terapie a chronickd 1écba mohou mit vyznamny vliv na vyplavovani

sledovanych analyt a jejich metabolitti do periferni krve.

V nasi studii jsme se pokusili z naméfenych koncentraci MMP-2 a MMP-9 v rozmezi
0 - 24 hodin od nastupu prvnich ptiznakli IM stanovit zavislost hladin obou MMP na case
odbéru. Vysledné hodnoty ukazuji, ze v pribéhu prvnich 24 hodin po infarktu myokardu
zaznamenaly primarné¢ zvySené hladiny MMP-2 mirny pokles. Koncentrace MMP-9
zustavaly po tuto dobu zkoumani na piiblizné stejné hladiné. K podobnym vysledkim
dospéli také Guzel et al. (2013) u NSTEMI pacientt: serologické hladiny (pro- a aktivni
forma) MMP-9 namétené pti piijeti a po 12 hodinach byly vyznamné vyssi, poté po 24
a 48 hodinach od piihody vykazovaly pokles. Nilsson et al. (2012) popsali snizovani
plazmatickych hladin MMP-2 (proMMP a MMP) v obdobi 12 - 24 hodin po IM, poté
dochazelo opét k zvyseni hladin MMP-2. Hladiny MMP-9 dle jejich pozorovani v obdobi
0 — 48 hodin postupné klesaly (pacienti byli hospitalizovani a 1é¢eni do 6 hodin od prvnich
ptiznakd IM) (Nilsson et al., 2012). Podobné¢ Webb et al. (2006) zaznamenali, ze
plazmatické hladiny MMP-9 dosahovaly svého maxima po 12 hodinach po IM a poté
Klesly do plato faze. Mirny rozpor v dobé trvani ¢asného naristu MMP-9 v nasi praci a ve
vyse uvedenych studiich mizeme vysvétlit odliSnym stanovenim ¢asovych udaji. Zatimco
Guzel et al. (2013) a Webb et al. (2006) popisovali stav pii pifijeti jako 0 hodin, Nilsson et
al. (2012) dopliuji tento udaj jesté o informaci, ze pacienti byli hospitalizovani do 6 hodin
od prvnich pfiznakli IM. Pro ucely na$i studie byl jako 0daj 0 hodin stanoven néstup
prvnich pfiznakl IM. Ve vétSin€ ptipadi jsou pacienti s IM dopraveni do nemocni¢niho
zatizeni pravé do 24 hodin po zaznamenani prvnich ptiznakt IM. Vzhledem k tomu, ze
jsme zaznamenali stabilné zvysené serologické hladiny v tomto obdobi, domnivame se, Ze
MMP-9 by mohla byt vhodnym markerem pro sledovani a stanoveni jeji hladiny v séru

Vv ¢asovém obdobi 0-24 hodin po zaznamenani prvnich pfiznaka IM.

Matrixové metaloproteinazy, stejné jako jakékoli jiné markery vySetfované z Krve,
slouzi pouze jako zprosttedkované ukazatele degenerativniho procesu, ktery probiha
v ramci remodelace tkané. Mnozstvi MMP, uvolnénych z intersticialniho prostoru do krve,
nemusi vzdy odpovidat koncentracim v misté remodelace. Pfesto u fady patologii, dochazi
Kk narustu jejich koncentraci i v séru bez ohledu na lokalizaci dané patologie. Navic v krvi

Casto nenalézame MMP v aktivni formé, ale spiSe v komplexech s proteiny jako jsou
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albumin a a-makroglobulin nebo TIMP. Metodika Immunoassay™ umoziiuje méfit
hladiny MMP v aktivni i neaktivni formé v séru nebo v plazmé a tim udava celkové
mnozstvi MMP. Na zakladé nami namétenych zvySenych serologickych hladin MMP-2
a MMP-9 nemiizeme posuzovat miru jejich proteolytické aktivity v cévni sténé
ascendentni aorty nebo v myokardu. U hladin MMP, které byly naméfeny v séru, dochazi
ke znaénému rozptylu hodnot. Domnivame se, ze k tomu ziejmé dochazi v duasledku
¢asove nepravidelného vyplavovani matrixového obsahu bunék. Jejich hladina v periferni
krvi je jen obrazem lokalni destrukce bunék v tkani a je tak ¢asové oddalenym odrazem
degradacnich zmén, ke kterym dochazi v relativné malé mase tkan€. Oproti statistickému
hodnoceni skupin lze konstatovat, ze pozitivni odlehlé hodnoty mohou byt potvrzenim
degradac¢nich procesii, nebot’ u kontrolnich souborii neptekracuji koncentrace uréitou

mezni hodnotu.

To, co mlze limitovat interpretaci vysledkt ziskanych touto metodikou je specificita
a senzitivita imunologickych slozek, pouzitych k detekci MMP, jelikoz v séru se muze
objevovat vice typu struktur jedné MMP. Z tohoto divodu neni lehké srovnavat mezi
sebou absolutni hodnoty MMP naméfené v riznych studiich a standardizovat referencni
hodnoty. Hladiny MMP mohou byt ovlivnéné také fadou dalsich faktor. Tayebjee et al.
(2005) ve své studii hodnotili vliv v€ku, pohlavi, etnického ptivodu a zivotniho stylu na
hladiny MMP-2, MMP-9 a jejich inhibitord. Souvislost s etnickym piivodem zaznamenali
u hladin MMP-9. Na koncentrace MMP-2 a MMP-9 nemé¢l vliv vék, pohlavi ani denni
doba, kdy k odbéru doslo. MMP mohou mit velky prognosticky a diagnosticky potencial.
Abychom mohli v klinickém vyzkumu pokrocit dale, je v souvislosti s hladinami MMP
nezbytna pifedev§im standardizace analytickych metod a ustanoveni fyziologickych

referen¢nich mezi pro rizné subpopulace pacientt.

vvvvvv

skutecného zdroje vybranych metaloproteinaz. MMP jsou syntetizovany v Sirokém spektru
tkani a tak je mozné, Ze nemuseji odraZet pouze zmény, ke kterym dochézi v ascendentni
aort¢ nebo v myokardu. Naptiklad u pacienti s diagnoézou chronického zanétlivého
onemocnéni (napf. revmatoidni artritida) nebo u nadorového onemocnéni dochazi také ke
zvySovani hladin MMP v krvi. Z tohoto diivodu byly pro nase soubory pacientil stanoveny
odpovidajici kritéria pro vstup do studie. Pacienti s onemocnénim, kter¢ by mohlo mit

potencidlni vliv na hladinu MMP, byli ze studie vylouceni. Pfesto je pravdépodobné, ze
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hladina MMP-9 miize byt u pacienti zvySend v souvislosti s ateroskler6zou, jak bylo
diskutovano vyse. V této souvislosti jsou zajimavé vysledky ze studii, ve kterych nebyla
pfedem stanovena pfisna vylucovaci kritéria. Sundstrom et al. (2004) ve své rozsahlé studii
nelimitovali pfedem vybér pacienti s IM. Piesto autofi objevili ur¢ité zmény v hladinach
MMP, které mohou byt prediktivni pro nezadouci rozvoj remodelace myokardu a pro
srde¢ni selhani. Je tedy pravdépodobné, Ze urcity soubor zmétenych hladin MMP a TIMP
muZze mit vice specificky a senzitivni vztah k procesu remodelace ECM u kazdého jedince.
Velky klinicky vyznam by piineslo sestaveni komplexu hodnot serologickych MMP nebo
TIMP, které by byly vhodné pro identifikaci procesu remodelace i1 u pacientl

S chronickymi a zénétlivymi chorobami.

Meéfteni hladiny metaloproteinaz ze séra je jednoduchou a relativné rychlou laboratorni
metodou, kterou by bylo mozné provadét i v nemocniCnich zafizenich. Pfedstava
diagnostiky riznych kardiovaskuldrnich onemocnéni na zdkladé imunologickych
a biochemickych ukazateli z krve je velice lakava. Idealni biomarker, ktery by byl snadno
detekovatelny z krve, prokazoval by silnou souvislost s patofyziologickymi procesy
a usnadnil by klinické rozhodovani pii volbé adekvatni terapie, doposud nebyl
identifikovan. Domnivame se, Ze hladiny jedné matrixové metaloproteinazy nejsou
dostate¢né specifické pro dana onemocnéni. Pro diagnostiku by mohly byt pouzity
v kombinaci s dalsimi vySetfovacimi technikami nebo jako soucast vétsiho setu markert.
V rdmci této oblasti je vSak nezbytny dal§i vyzkum, ktery by monitoroval a uptesnil

klinicky vyznam hladin MMP v krvi u riiznych kardiologickych diagnéz.

6.1.2 Klinické a biochemické ukazatele

V' souvislosti s moznou predikci rdznych kardiovaskularnich onemocnéni byla
doposud studovéna fada molekul a faktord, které je mozné sledovat za pouziti metod
S minimalni zaté€zi pro pacienta. Zaméfili jsme se na sledovani markeri, které jsou
dostupné z rutinné provadénych vySetieni pii pfijmu s IM nebo v ramci predoperacnich

vySetieni ped operaci aortalni vady.

V nasich analyzach byly pfi porovnavani biochemickych ukazateli u souborti pacient
s vadou aortalni chlopné¢ (AAD a NAAD) a kontrol zaznamenény vyssi hladiny celkového

cholesterolu, vyssi hladiny LDL a vys$i glykémie. Domnivame se, Ze odliSné hladiny
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lipidl souviseji s pfitomnosti kardiovaskularniho onemocnéni. Nékolik autort se vénovalo
posouzeni souvislosti mezi patologii v aortalni stén¢ a riznymi markery. Hellenthal et al.
(2012) popsali, ze s velikosti aneurysmatu biisni aorty koreluji hodnoty HDL, CRP
(C-reaktivni protein) a imunoglobulinu G. Pro predikci akutni aortalni disekce se zdaji
slibné hodnoty molekul, jako jsou napiiklad jiz zminéné metaloproteinazy, CRP
a D-dimery (Wen et al., 2011). U poruch hrudni aorty nebyla souvislost s hladinami lipidt
ani biochemickymi ukazately v literatufe prokazana. Hodnocené soubory AAD a NAAD
se vzajemné vyznamné neliSily a hodnoty lipidi nekorelovaly s mirou postizeni (velikosti
dilatace) ascendentni aorty. Neprokdzali jsme, Ze by porucha ascendentni ¢asti hrudni aorty

ve smyslu dilatace byla spojena s vyraznymi zménami v lipidovém profilu pacientu.

Podobné¢ u souboru pacientd s primarnim IM neukéazaly vysledky laboratorniho
vySetfeni lipidi naméfené pii pfijeti vyznamné odchylky v porovnani s kontrolnim
souborem. V souvislosti s hodnocenim lipidového profilu u pacientti s IM zaznamenali
Buono et al. (2011) pozitivni korelaci mezi hladinou LDL pfi pfijeti a pozdé&jsi remodelaci
levé komory. V nasi studii jsme zaznamenali statisticky vyznamné snizené hodnoty
celkového cholesterolu a LDL pfi kontrole po 6 mésicich oproti hodnotdm naméfenym pii
prijeti, coz mize svédCit o Upravé Zzivotospravy pacienti po piihodé IM. U pacientl

s fatalni progn6zou jsme nepotvrdili statisticky vyznamné vysledky lipidového profilu.

Pfi hodnoceni lipidového profilu je nutné vzit v ivahu fakt, Ze vysledky u pacienti
s kardiologickou diagn6zou mohou byt zhorSené v disledku omezeni, které s sebou tato
diagndza nese. Vysledky nejsou neocekavané, ale vyznamnost vysledki je pomérné mala,

a neni samostatné vyuzitelna pro diagnostickou prognézu.

V souvislosti S posouzenim obezity byl u vSech pacienti hodnocen index télesné
hmotnosti (BMI). Primérna hodnota BMI u souboru AAD odpovidala 26,9 + 4,0 (= SD)
a u souboru NAAD byl pramér indexu 27,5 £ 4,6 (= SD). ZvySené hodnoty BMI byly také
zaznamenany u souboru pacientll s primarnim vyskytem IM, u nichZ byl primérny BMI
30,04 £ 5,15 (= SD) a u kontrolniho souboru, kde byl tento index 29,55 + 4,75 (= SD).
U obou skupin pacientid s kardiovaskuldrnim onemocnénim byly zjiSt€ény hodnoty
odpovidajici nadvdze az obezit¢. Zajimavou studii, kterd hodnotila souvislost BMI
a riznych pficin umrti u témet 1,5 milidont jedincii prezentovali Berrington de Gonzalez et
al. (2010). Podle autortt je riziko umrti na kardiovaskularni onemocnéni nejvyssi
v souvislosti s BMI > 25,0. Pro BMI v rozmezi 25,0 — 27,4 je riziko umrti (hazard ratio)
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na kardiovaskularni onemocnéni stanoveno na 1,25 (1,16 — 1,34) a pro hodnoty BMI
27,5 — 29,9 je to 1,52 (1,40 - 1,64). Naopak autofi rozsahlé britské studie, do které bylo
zahrnuto témeét 230 tisic jedincii ze 17 zemi svéta, uvedli, Ze po zohlednéni konvencnich
rizikovych parametrii (systolicky krevni tlak, anamnéza diabetu, celkovy cholesterol
a HDL) nepfinesly udaje o BMI a obvodech pasu zadné zpiesnéni v urceni
kardiovaskularniho rizika jednotlivych osob (Emerging Risk Factors Collaboration et al.,
2011). Hodnoty BMI u pacienti s AAD byly srovnatelné s hodnotami u souboru NAAD
pacientti. Podobné ani hodnoty BMI u souboru pacienti s IM a u kontrolniho souboru se
vzajemné neliSily. Tyto vysledky svéd¢i o vzrlstajicim trendu nadvahy v nasi populaci.
Nejen u pacienti s kardiologicku diagnozou, ale také u kontrolniho souboru
(reprezentujiciho zdravou populaci) se hodnota BMI pohybuje v rozmezi nadvahy.
Nadvaha u pacientti s vadou aortalni chlopné je pravdépodobné dusledkem jejich zivotniho
stylu, do kterého se promitaji omezeni funk¢nosti kardiovaskularniho systému souvisejici

s touto poruchou.

Hladiny glykémie u pacientil s primarnim vyskytem IM byly v porovnani s kontrolnim
souborem srovnatelné. Ne&které studie se zaméfily na hledani souvislosti s hladinou
glukézy pii piijmu, kterd dle jejich vysledkli pozitivné korelovala s remodelaci levé
komory (Bauters et al., 2007; Nicolau et al., 2007; Piestrzeniewicz et al., 2010; Mather et
al., 2010; Aoki et al., 2011). U pacientt s fatalni prognézou (ti, ktefi se nedozili kontroly
po 6 mésicich) jsme neprokazali zvySené hladiny glykémie pii piijmu. Pro hodnoty
glykémie jsme v této skupiné ziskali jen maly pocet Gdaji a souvislost s rozvojem

pozdégjsich komplikaci nebylo mozné stanovit.

Dalsi vysledky klinickych a biochemickych parametri byly srovnatelné mezi
skupinami pacientii a kontrol a nelze z nich vyvozovat jakoukoli souvislost s vyskytem
nebo se zavaznosti IM. Podobné pacienti s vyskytem konkomitantni dilatace nemaji
statisticky vyznamné odlisné vysledky klinickych a biochemickych parametr v porovnani

S pacienty bez této dilatace.
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6.2 Genetické analyzy

6.2.1 Dilatace ascendentni aorty — geny FBN1 a TGFBR2

Souvislost mezi geny, které maji vliv na aortalni pojivovou tkan u pacienti s vadou
aortalni chlopné¢ doprovazenou dilataci ascendentni aorty, dosud nebyla vV literatuie
popséana. Domnivdme se, ze na rozvoji aortalni dilatace se podili patologické procesy
v aortalni tkani doprovazené zménou mechanickych vlastnosti této tkané. Studium
biomechanickych vlastnosti elastickych vldken a mikrofibril neni jednoduché, nebot’ tato
vlakna zahrnuji mnoho slozek, které jsou navzajem bohaté propojeny a nebyly doposud
plné prouzkoumany. Vétsina studii se v souvislosti s postizenim pojivového aparatu aorty
vénuje genu pro fibrilin-1 (FBN1) a jeho nejznaméjsi patologii - Marfanovu syndromu
(MFS). MFS je dominantné dédi¢né onemocnéni, klinicky charakterizovano predevs§im
riznymi poruchami skeletu, okularnimi a kardiovaskuldrnimi poruchami, v men$i mite
doprovazené postizenim plic a pokozky (Cafiadas et al., 2010). Nejcast&jsi
kardiovaskularni komplikaci je progresivni rozsifeni aortdlniho kofene a tvorba
aneurysmat Vv ascendentni aorté. Klinicky obraz aortalni dilatace u zkoumaného souboru

pacient se nejvice blizil fenotypovym projevim MFS.

Vliv mutaci v FBN1 genu u pacienti s kardiologickymi pfiznaky bez manifestace
MFES popsala jiz roku 1996 Milewicz jako autozomalné dominantni TAAD a nadale se
vyzkumu této choroby vénuje (Milewicz, 2012). V recentni studii provedli Wang et al.
(2013) screening gentt FBN1, TGFBR1 a TGFBR2 u pacientl s familiarni TAAD
a zaznamenali 19 mutaci v FBN1 genu (z toho 11 novych) a 2 mutace u TGFBR2 genu.
Z téchto a zpodobnych studii vyplyva souvislost mezi postizenim aortdlni stény
a mutacemi v uvedenych genech. Hodnoceni FBN1, TGFBR1 a TGFBR2 genti u pacientd
s dilataci ascendentni aorty doposud provedeno nebylo. Pro soubor nami zkoumanych
pacienti bylo podstatné, Ze dilatace ascendentni aorty nebyla povaZovana za primarni
onemocnéni. Predpokladame, Zze spoustécim faktorem pro rozvoj dilatace ascendentni
aorty je vada aortalni chlopné. Z toho usuzujeme, Ze v aortalni sténé je skryta porucha
nékteré ze slozek elastickych vldken, ktera se projevi az pii zméné hemodynamickych

pomérl na chlopni.
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V predkladané praci jsme se primarné zameéfili na FBN1 gen a pro piedbéznou analyzu
byly zvoleny nejéastéji postizené exony tohoto genu, dané do souvislosti s kardiologickym
fenotypem. Vybrany byly exony 4 a 24 — 32. Oblast 24 — 32 kdduje centralni ¢ast proteinu
fibrilinu-1, ktera je slozena z velkého po¢tu cbEGF domén, které jsou kliCové pro spravné
slozeni proteinu. Molekularné geneticky screening v exonech 4 a 24 — 30 neprokazal
zadnou mutaci. Piekvapujicim vysledkem bylo zaznamenani inzerce cytozinu v pftilehlé
intronové sekveci za exonem 27 u 27 z 28 pacientti s AAD. U pacientd z NAAD souboru
tato varianta nebyla detekovana. Je dalezité podotknout, Ze se jedna o piredbézny vysledek,
na ktery je nezbytné podivat se z kritického pohledu a to pfedeSim proto, ze neprobé&hla
dalsi analyza, ktera by tuto inzerci potvrdila. V rdmci pilotniho projektu nebylo mozné
provést dalsi analyzy u FBN1 genu. Jelikoz inzerce cytozinu je v této praci uvedena jen
jako ptedbézny vysledek, uvadime zde navrh dalSiho postupu. Pro potvrzeni této varianty
by bylo vhodné provést jesté¢ jednu sekvenaci, tentokrat zaméfenou na oblast celého
intronu 27. Dal$im moznym postupem by byla izolace RNA z periferni krve, ptepis
celkové RNA do cDNA, naslednd amplifikace pomoci PCR a sekvenace. To by ovSem
znamenalo odebrat pacientim dalsi vzorek krve, ze které¢ho by bylo mozné RNA izolovat.
K zajimavym vysledkim by mohly vést i analyzy ze vzorku dilatované aortalni tkané,

které by mohly byt dostupné pouze od nove zatazenych pacienti.

Pokud by se inzerce potvrdila, mohla by mit vliv na spravny sestfih, ponévadz by
mohla zasahovat do oblasti sestiihu. Sestfih (splicing) je zavisly na nukleotidovych
sekvencich lokalizovanych na rozhrani intron/exon (akceptorové misto) a exon/intron
(donorové misto). Mutace v intronu miiZze vytvofit alternativni donorové ¢i akceptorové
misto pro sestfih a tak k sobé mohou byt spojeny nukleotidova vlakna v nové vzniklych
mistech sestfihu. Vznikala by pak abnormalni zrald mRNA, kterd by obsahovala Spatné
vystfizené intronové oblasti, a dochazelo by k syntéze defektniho proteinu. Mutace
v FBN1 genu mohou ovlivnit rizné aspekty bunéfného metabolismu fibrilinu-1, ale
nejpodstatnéjsim dasledkem je nepochybné to, Ze Vv extracelularni matrix je naruSena
integrita a mnoZstvi fibrilinu a ostatnich mikrofibril. V soufasné dobé ovSem neni tato
inzerce potvrzena a je nutné ovéfit jeji pfitomnost jinou alternativni metodou. Pro
posouzeni mozné spojitosti mezi dilataci ascendentni aorty a FBN1 genem by bylo vhodné
provést mutacni screening vSech 65 exonti tohoto genu. Tuto oblast u naseho specifického

souboru dilatovanych ascendentnich aort povazujeme za velmi zajimavou. Budouci
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analyzy by mohly vést k ziskani dilezitych dat, které by pomohly objasnit etiopatogenezi

tohoto onemocnéni.

Pti studiu gent, které koduji specifické proteiny ovliviiujici procesy v extracelularni
matrix cévni tkané aorty, byly pfedmétem zajmu transmembranové TGF( receptory,
konkrétné TGFBR2. TGFBR2 se podili na aktivaci né¢kolika signalnich drah a je soucésti
bunéénych pochodi, jako jsou inhibice rustu, apoptdza, proliferace a syntéza ECM (Chang
et al., 2002). V cévni tkani mize TGF-beta signalizace regulovat tvorbu klicovych
tkanovych proteint a degradacnich enzymii. Zmény v TGF-beta signaliza¢ni draze mohou
mit negativni vliv na funkci a strukturu normalni vaskularni tkan¢ (Jones et al., 2009).
Doposud byla prokazana souvislost mutaci v TGFBR2 genu s MFS, LDS a s familiarni
TAAD (Pannu et al., 2005b). U vsech téchto fenotypti muze byt zavaznym zptsobem
postizena aorta. U LDS se ve vice jak 95 % ptipadii onemocnéni objevuje dilatce aorty
(Loeys et al., 2005). Diagnozu LDS Ize stanovit na zakladé klinickych charakteristik nebo
prostfednictvim genetického testovani TGFBR2 a TGFBR1 genu.

U souboru nasich pacientii byl proveden geneticky screening celého TGFBR2 genu
a u zadného pacienta nebyla nalezena jakakoliv alternativni sekvencni variace. Geneticka
informace pro TGFp receptor druhého typu na urovni DNA nebyla u souborti pacientl

zménéna. Souvislost tohoto genu s patologii ve sténé ascendentni aorty miizeme vyloucit.

Pro posouzeni mozné spojitosti mezi dilataci ascendentni aorty a genetickou etiologii
je nezbytné provést mutacni screening gentl, které se podileji na postizeni pojivové tkané
aorty. Analyzy vétSiho poctu geni jsou Casové a finanné€ velmi narocné. Samotny FBN1
gen se skladd z 65 exond. Pro nase genetické analyzy jsme vybirali geny na zakladé
klinického posouzeni fenotypu. Pro muta¢ni analyzy a molekuldrni diagnostiku jsou
Vv soucasné¢ dobé hojné€ pouzivané metody, jako jsou HRM nebo Sangerova sekvenacéni
analyza. Nové molekuldrné genetické technologie se neustdle vyvijeji, dovoluji analyzu
nekolika gentli najednou a stavaji se financn¢ a Casove efektivnéjsi. Naptiklad pro detekci
mutaci v genech FBN1, TGFBR1 a TGFBR2 u pacienti s MFS a LDS byla zavedena
metoda ,,Massive paraller sequencing®, ve které se vyuziva multiplex PCR nasledovana
metodou ,,Next-generation sequencing“ (Baetens et al., 2011). Naklady také redukuje
nedavno prezentovana strategie ,Duplicate resequencing assay“ (Affymetrix)

a ,,Long-range PCR* protokol (Kathiravel et al., 2013), ktera zahrnuje analyzu 8 genu
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spojenych s MFS a se souvisejicimi poruchami (FBN1, TGFBR1, TGFBR2, COL3A1,
MYH11, ACTA2, SLC2A10 a NOTCH1). Jak pro diagnostické¢ testovani tak pro
celogenomové analyzy mutaci, které jsou podkladem neobjasnénych chorob/poruch, je
zapojovano také ,,Exome sequencing“ (neboli sekvenovani celého genomu). Tato strategie
by mohla byt téz aplikovana u dédi¢nych chorob pojivového aparatu, kde by pomohla
identifikovat dal$i genetické varianty. V souvislosti s celogenomovym sekvencovanim je

vsak nutno brat v potaz etické hledisko.

Budouci analyzy u zkoumanych soubori AAD a NAAD by mohly vést k ziskani
dalezitych dat, které by pomohly objasnit etiopatogenezi dilatace ascendentni aorty. Toto
se netykd pouze vyzkumu genti. O elastickych vldknech a o jejich funkci v extracelularni
matrix pojivové tkané je toho stile malo znamo. V pribéhu posledni dekady bylo
objasnéno mnohé ohledné organizace a funkce mikrofibril. Nicméné stile zbyva vyftesit
nékolik otdzek. Jaka je strukturdlni a instruktivni tloha jednotlivych proteinli elastickych
vldken v extracelularni matrix a jak moc pfispivaji k progresi onemocnéni u dédiénych
a ziskanych poruch pojivového systému. Vzhledem k dosavadnimu rychlému tempu
vyzkumu Ize ocekavat, ze v budoucnu budou objasnény i zasadni principy vyvoje
a formace mikrofibril, stejn¢ tak jako vznik a vyvoj patologii dané pojivové tkan€ a jejich

terapeutické moznosti.

6.2.2 Infarkt myokardu - Expresni ¢ipova analyza

Mikro€ipy (Microarray) predstavuji jednu z nejrychleji se rozvijejicich metod pro
studium exprese genil. Expresni analyzy identifikuji geny, které jsou v daném okamziku
nebo za danych experimentalnich podminek aktivni a podavaji informace o mife jejich
exprese v porovnani s kontrolnimi (neovlivnénymi) vzorky. Timto zpisobem je mozné
porovnat napiiklad odpovédi bun¢k na stres (Wu et al., 2007; Liu et al., 2008) nebo
studovat imunitni odpoveéd’ organismu poté, co byl vystaven ur€itému stimulu (Abbas et

al., 2005).

V predkladané praci jsme se zaméfili na hodnoceni miry exprese 21 genl
u 34 pacienti s IM za pouziti krevniho vzorku periferni krve. Pfi akutnim IM dochazi
k zanétlivé reakci, ktera s sebou nese zvysSenou infiltraci leukocyti do postizené casti

myokardu. Zanétlivé buiiky jsou povazovany za jeden z hlavnich zdroji MMP. Piisun
96



mononukledrnich bunék do infarktem zasazené oblasti je klicovy pro zanétlivou odpoved’
na IM. Pfesto nebyla doposud objasnéna role, kterou hraji mononukledrni bunky
Vv myokardu v akutni a v pozdni fazi po IM, a to prfedevsim z divodu, ze neni jednoduché
tyto bunky izolovat a studovat jejich lokalni funkci. Jako zajimava alternativa se jevi
studium perifernich mononukledrnich bun¢k, které¢ také mohou infiltrovat do oblasti
zasazené ischemii. Proto jsme sledovali expresni profil gentl, které se podileji na aktivité
MMP, z bun¢k periferni krve. Hodnoty genovych expresi byly porovnavany u pacientti
s IM a u kontrolniho souboru. U Zadného z vybranych gent jsme nepotvrdili statisticky ani
klinicky vyznamné odliSnou expresi. Z vybrané skupiny genti vykazovala vétSina genti
velmi nizkou intenzitu signdlu a malou zménu v expresi a proto musely byt z dalSiho
porovnani vylou€eny. U geni MMP8 a SPP1 umoznovovala intenzita signalu statistické
porovnani, pfesto nebyly zaznamendny statisticky ani klinicky vyznamné expresni

intenzity.

Zajimalo nas porovnani vysledki MMP-2 a MMP-9, které poskytne expresni ¢ipova
analyza a které ziskdme z imunologickych analyz. ZvySena exprese MMP2 genu nebyla
u naSich pacientll zaznamenana. Tao et al. (2004) studovali MMP-2 v srde¢ni tkani u mysi
a popsali rapidni nértst exprese MMP-2 po ¢tyfech dnech od ptihody, maxima dosédhla
sedmy den a poté se jeji hladina mirn¢ snizovala. Exprese MMP-2 v tkani zustala nadale
celkové zvysSena po 7 — 14 dni. Nase serologické analyzy ukézaly zvySenou hladinu
MMP-2 jiz v ¢asné fazi po IM. V priibéhu prvniho tydne po IM mohou byt zdrojem
MMP-2 nejen fibroblasty, ale také aktivované makrofdgy a monocyty. Periferni
mononukledrni bunky pravdépodobné nejsou zdrojem MMP-2 v ¢asné fazi po IM.
Domnivame se, ze MMP-2 mize byt v prvnich 24 hodinach po IM produkovéna predevsim
lokaln¢ v myokardu a do periferniho krevniho ob&hu se uvoliuje z intersticialnich prostor
diky poskozeni, ke kterému dochazi v misté loziska. Nase vysledky jsou ve shodé¢
s pozorovanim, které provedli Fang et al. (2010), kteti pouzili metodu Real-time PCR,
a nezaznamenali MMP-2 na trovni mRNA a ani na proteinové urovni V perifernich

mononukledrnich bunikach u pacienti s IM a u kontrolniho souboru.

Expresni intenzity MMP9 genu byly natolik nizké, Ze nebylo mozné jejich statistické
porovnani. MMP-9 je exprimovéna ve vSech hlavnich mononukledrnich bunkéch periferni
krve. Dulezitym zdrojem MMP-9 jsou zanétlivé bunky, pfedevS§im neutrofily. Béhem

1. - 4. dne po IM dochazi k infiltraci velkého mnozstvi zanétlivych bunék do postizené
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srdecni tkan¢ a to je doprovazeno markantnim zvys$enim aktivity MMP-9 (Ducharme et al.,
2000; Ramani et al., 2004; Tao et al., 2004; Hudson et al., 2006). V ¢asné fazi po IM
secernuji MMP-9 ptedevsim neutrofily, v pozdéjSich fazich jsou to makrofagy, lymfocyty
a fibroblasty (Jonsson et al., 2011). Lindsey et al. (2001 a 2002) sledovali expresi MMP-9
v myokardu u mysi a popsali, ze k nartistu MMP-9 dochazelo do 24 hodin po IM. Tteti den
po IM se zvysovala aktivita MMP-9 v oblastech ohrani¢ujicich zasazenou ¢ast myokardu
a mimo lozisko. Po dosaZeni maxima sedmy den po IM se hladina této MMP mirné
snizovala a ziistala nadale celkové zvysend po 7 — 14 dni. V imunologickych analyzach
jsme prokazali v prvnich 24 hodinach po IM signifikantné stabilné zvySené koncentrace
MMP-9 v séru. To je vrozporu svysledky z microarray analyzy, ve které jsme
zaznamenali nizké expresni intenzity MMP9 genu. Ukazuje to spiSe na fakt, ze MMP jsou
do periferni plasmy vyplavovany z extracelularnich prostor zdnétu a nejsou produktem
cirkulujicich bun¢k periferniho obéhu. V obdobi jeden den po IM muze byt ¢asny nartst
hladiny MMP-9 proteinu zptsoben také uvolnénim pre-MMP-9 z neutrofild, kde je ulozen

v gelatinazovych granulech (Mukherjee et al., 2010).

Exprese dalSich metaloproteindz, které jsme hodnotili, byla doposud studovéana
pfedevs§im u zvifecich modelii. Stejné tak jako v ptipad€ hodnocenych MMP ani expresni
profily gent pro tkanové inhibitory TIMP neprokéazaly dostate¢nou intezitu signalu a proto
nemohly byt dale statisticky porovnany. TIMP se vazaji na MMP, vzniklé komplexy do
jisté miry aktivuji ¢i inhibuji aktivitu dané MMP a ovliviiuji tak degradaéni pochody
Vv tkani. Periferni krevni buiiky mohou také exprimovat fadu gent, které koduji matrixové
proteiny. Tyto matrixové proteiny slouzi jako adhezivni molekuly nebo jako zdroje
adhezivnich molekul, které zprostfedkovavaji infiltraci zanétlivych bun€k do loZiska.
Fibronektin 1 je sloZzkou bunééné bazalni membrany, funguje jako adhezivni protein a diky
své vazb¢ na integriny se také velkou mérou podili na interakcich mezi buiikou a ECM.
Orem et al. (2002) popsali u pacientd s akutnim IM zvySenou hladinu fibronektinu
Vv plazmé. Intenzita signalu u genu pro fibronektin 1 (FN1) byla nizka a pro dalsi statistické
porovnani nevhodna stejné tak jako u gent pro osteonektin - SPARC a pro osteopontin -
SPP1. Neékteré studie ptredpokladaji, Ze tyto proteiny mohou regulovat funkci a fenotyp
ostatnich bunék, které se podileji na remodelaci levé komory a na hojeni (Schellings et al.,
2004). Rovnéz exprese geni pro interleukin-1-alfa (IL1A), interleukin-1-beta (IL1B),
interleukin-7 (IL7) a pro interleukin-18 (I1L18) nevykazovaly vyznamné rozdily.
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Na zaklad€ celogenomové analyzy genové exprese vzorkil venozni krve byly navrzeny
geny a genové lokusy, které se z hlediska genové exprese jevi jako prognostické ve smyslu
ocekavané doby preZiti pacientdl s primarnim vyskytem akutniho IM (Ustav informatiky
AV CR, v.v.i. Centrum biomedicinské informatiky, 2011). Mnoho gent, u kterych byla
nalezena spojitost s IM je zapojena v obrannych mechanizmech organizmu, v alergickych
reakcich nebo maji né&jakou souvislost s cytokiny, konkrétn¢ velmi casto s chemokiny.
Je otazkou, zda je viilbec mozné identifikovat samotné geny spojené s IM. Domnivame se,
ze prostfednictvim microarray analyzy se dafi identifikovat spiSe odpovéd’ organizmu na

stresovou a zanétlivou reakci doprovazejici IM nez samotné geny spojené¢ s MMP.

Ve studii jsme dale porovnavali primérnou expresi U skupin s rozdilnou dobou odbéru
krevniho vzorku (IMO6 a IMO24) v ¢asné fazi po IM. K rozdilu mezi obémi skupinami
nejvice prispiva gen pro interleukin-18 (IL18), v mensi mife téz gen pro TIMP-2 (TIMP2)
a pro MMP-9 (MMP9). Interleukin-18 (IL-18) je prozanétlivy cytokin, ktery patii do
interleukinl cytokinové rodiny. Hraje vyznamnou roli v Thl zprostfedkované imunitni
odpovédi. IL-18 je produkovan predev§sim makrofagy a dal§imi bunkami a velkou mérou
se ucastni na imunitni odpovédi organizmu. Periferni krevni mononuklearni buitky mohou
secernovat za normalnich podminek pro-1L-18, ktery je pak Stépen extracelularné do
biologicky aktivni formy IL-18 (Puren et al., 1999). Pritomnost IL-18 mRNA byla zjisténa
v mnoha organech, mezi které patii slezina, thymus, jatra, plice, srdce, stievo, prostata,
placenta, kosterni svaly, ledviny, pankreas a mozek. Pfedpoklada se, Ze IL-18 je asociovan
s vyvojem diabetu mellitu L. typu, s ateroskler6zou, s roztrousenou skler6zou, revmatoidni
artritidou, se zanétlivymi poruchami gastrointestindlniho traktu a s nadorovym
onemocnénim. Jeho zvySenou expresi a podil na zanétlivé odpovédi v souvislosti
s ateroskler6zou prokazali Mallat et al. (2001) a Gerdes et al. (2002). Koch et al. (2011)
prokdzali souvislost mezi polymorfizmy v IL18 genu a akutnim IM. Je zajimavé, zZe
zvysena produkce IL-18 byla zjiSténa také u lidi s depresemi, a predpoklada se, Ze rostouci
koncentrace IL-18 v krevni plazmé mize odrazet zvySenou produkci a uvolnovani 1L-18
v centralnim nervovém systému v dusledku stresového stavu (Kokai et al., 2002). Otazkou
tedy je, zda ndmi popisovand vyraznéjSi exprese IL18 neukazuje spiSe na stresovou

odpovéd’ organizmu, kterd doprovazi ¢asné faze IM.

Vzhledem k tomu, ze jsme porovnavali expresi genti ve dvou ruznych ¢asovych

bodech, je velmi slozité interpretovat biologicky vyznam uvadénych vysledkd. Zaméfili
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jsme se na aktivitu genl v prvnich 24 hodinach po IM a to pfedevSim proto, Ze vétSina
pacientl se v tomto ¢asovém horizontu dostane do nemocni¢niho zafizeni, kde jim je

odebran vzorek krve.

Identifikace genli pomoci molekularné biologickych metod zaznamenala v poslednich
letech vyrazny posun nejen v odhaleni pfi¢in nékterych onemocnéni, ale v neposledni fad¢
také vyznamné rozsifila nase znalosti o vzniku a rozvoji akutniho IM. Detailnéj$im
pochopenim jednotlivych stadii IM se dostdva do poptedi i otdzka moznosti prevence
a ucingjsi 1éCby onemocnéni. Nartst Cetnosti védeckych praci zabyvajicich se akutnim IM
ukazuje nejen nariistajici zdjem o tuto problematiku, ale také zavaznost studovaného
tématu. Zmény nalézané v ECM jsou urcujici pro myokardialni remodelaci po IM, mohou
byt vyznamnym faktorem pro zanétlivou odpovéd a mohou prispivat ke stabilizaci
a kompenzatornim mechanizmim pro udrzeni srde¢niho vydeje. Ovliviiuji téz angiogenezi,
proliferaci a diferenciaci bun¢k. Snaha vc¢as predikovat nastupujici pfiznaky IM je dnes
feSena klinickou diferencidlni diagnostikou, funkénimi testy, resp. statimovym méfenim
zakladnich biochemickych markerd pro akutni IM. Vyuzitim mononukledrnich bun¢k
periferni krve jako zkoumaného materialu se naskyta moznost ziskat potiebné vysledky ze
snadno a rutinné dostupného biologického materidlu. PtestoZze hodnoceni aktivity MMP
prostfednictvim cCipové analyzy povazujeme za nepifinosné, muze toto nase zjiSténi

vV budoucnu vést k usnadnéni vybéru efektivni diagnostiky markert z periferni krve.
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[ Zavér

V predkladané praci byly hodnoceny z proteomického a z genetického hlediska mozné
vlivy, které se podili na molekularnich pochodech v extracelularni matrix u vybranych
kardiovaskularnich chorob. V pribéhu studie se podafilo uskutne¢nit vSechna planovana

vysetieni, analyzy a nasledna statistickd hodnoceni.

Z ptedlozenych vysledkli analyz u souboru pacientii svadou aortalni chlopné
a souboru pacienti, u nichz vadu aortalni chlopné doprovazela dilatace ascendentni aorty

1ze ucinit nasledujici zavery:

1) Pro genetické analyzy byly zvoleny geny FBN1 a TGFBR2. Genetické analyzy
u studovanych soubort neprokazaly souvislost TGFBR2 genu a vybranych usekt
FBN1 genu s dilataci ascendentni aorty. V ndvaznosti na piedbézné vysledky

z FBN1 genu by bylo vhodné pokracovat u tohoto genu v dalSich analyzach.

2) Proteomické analyzy prokazaly zvysené hladiny MMP-2 a MMP-9 v séru u obou
hodnocenych soubori oproti kontrolnimu souboru. U pacientd s dilataci
ascendentni aorty (AAD) nedochazi k vyznamnému zvySeni hladin MMP-2 nebo
MMP-9 v séru Vv porovnani s pacienty bez této dilatace (NAAD). Na zakladé
méfeni serologickych hladin MMP-2 a MMP-9 nelze usuzovat na vyssi riziko

rozvoje dilatace ascendentni aorty u pacientll s vadou aortalni chlopné.

3) Serologické hladiny MMP-2 a MMP-9 se vyznamné zvySovaly v souvislosti
svékem a s diagnézou. Souvislost naméfenych hodnot MMP-2 a MMP-9
s pohlavim, primérem ascendentni aorty a typem aortalni vady u soubori AAD

a NAAD nebyla prokazana.

4) Na zaklad¢ vysledka klinickych a biochemickych parametrii se soubory pacientt
AAD a NAAD vyrazné nelisily. Oba soubory mély vyssi vyskyt nadnormativnich
hodnot nékterych sledovanych parametrti. Souvislost hodnocenych ukazateld

S klinickym projevem onemocnéni nebyla prokazéana.
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Vysledky analyz u souboru pacientl s primarnim infarktem myokardu mutzeme

shrnout do nésledujicich bodu:

1) Proteomické analyzy ukazaly signifikantné zvySené hladiny MMP-2 a MMP-9
Vv séru V akutni fazi po IM (do 24 hodin po IM). Pfi porovnani hodnot MMP-2
a MMP-9 za hospitalizace a po Sesti mésicich jsme zaznamenali signifikantni

pokles hladin MMP-9, zatimco hladiny MMP-2 poklesly jen nevyznamng.

2) U souboru pacientti s IM s fatalni prognézou (nedozili se kontroly po 6 mésicich)
ani u pacientd, ktefi se 6mésicni kontroly dozili, nebyl nalezen pritkkazny rozdil ve
sledovanych Kklinickych a biochemickych parametrech. Koncentrace MMP-2
a MMP-9 byly u souboru s fatalni prognézou V porovnani s pacienty, ktefi

ptezivaji déle, zvysené.

3) Hladina MMP-9 v prvnich 24 hodinach po zaznamenani prvnich piiznakt infarktu
je stabilné zvysend, narozdil od hladiny MMP-2, ktera v pribéhu téchto 24 hodin

kolisa.

4) Ze vzorkii periferni krve smichané s RNAlater® je mozné pripravit dostate¢né
mnozstvi RNA v potfebné kvalité pro cipovou analyzu. U Zzadného ze
sledovanych genti, které maji vztah k matrixovym metaloproteinazam, nebyla
zaznamenana statisticky a klinicky vyznamna exprese v ¢asné fazi po IM oproti
kontrolnimu souboru. Nizk4a intenzita signdlu neumoznila statisticky porovnat
expresi u vétsiny sledovanych gent. Zjisténa kolisajici exprese IL18 ve velmi
casné fazi akutni piithody se zd4 byt spiSe disledkem stresového stavu v pocatecni

fazi IM.

5) Na zakladé vysledkl z expresni Cipové analyzy se zvolena metoda nejevi jako
vhodna pro detekci aktivity matrixovych metaloproteinaz a dalSich faktort
z periferni krve. Pouzity multi¢ip neobsahuje takové kvalitativni slozeni spotd,
které by pii zvolené metodice umoZznovalo ziskdni validnich hodnot pro
kvantifikaci aktivity metaloproteinaz a dal§ich vybranych faktort z periferni krve.
Oproti serologickému testovani je navic tato metoda zdlouhava a zavisla na

vysoce pokroc€ilém a finan¢né ndkladném vybaveni.
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