Univerzita Karlova 2. lékarska fakulta

DizertaCni prace

Identifikace a stanoveni metaloproteinu a
metaloproteinaz v experimentalnich modelech a
v souborech pacientu

Ing. Jifi KukacCka

Skolitel: Prof.MUDr. Richard Prasa, CSc.

Ustav klinické biochemie a patobiochemie
UK 2.LF a FN Motol

Praha 2007



e

OBSAH

PREHLED SOUCASNEHO STAVU ZNALOSTI ..o 9
1.1, Vlastnosti metaloproteint a jejich klasifikace ... 9
1.1.1 U O 9
1.1.2 Struktura, vliastnosti a funkce metaloproteinli spojenych se zinkem ...................... 10
1.1.21. ZN-eNZYmMy ... e T fereeenee e i 10
1.1.2.1.1. SKUPINA ZINEK DEPENDENTNICH METALOPROTEINAZ ..................... 12
1.1.2.1.1.1. Struktura a rozdéleni zinek dependentnich metaloproteinaz................ 12
1.1.2.1.1.2. Prehled biologickych funkci vybranych Zn —metaloproteinaz u élovéka.
............................................................................................................ 14
1.1.2.2. Neenzymové metaloproteiny obsahujici zinek ..., 20
1.1.2.2.1. Proteiny pro distribuci zinku................... 20
1.1.2.2.2. Metalothioneiny ... 22
1.2. Matrixové metaloproteinazy a jejich ulcha ve vybranych patologickych procesech a
NIy SEAVBER ... ... ¢ e uinahachsiaaiit s oo v e e ey 000 e e e e e e essssssenaaaasseneenmennnsseeeeeeesnnns s SRR S 27
1.2.1 UVOO e e, 27
1.2.2 Struktura matrixovych metaloproteinaz .................cccooiiiiiiiiiii 30
1.2.3 Mechanizmus U€inku a substratova specifita MMP ... 32
1.2.31 KOIageNAZY ... 33
1.2.3.2 ZelatiNAZY ..o 34
1.2.3.3. S OMIE Y SINY e 34
1.2.34 Makrofagova elastaza a ostatni MMP ... 34
1.2.4 Aktivace a inhibice matrixovych metaloproteinaz................................. 35
1.2.4.1. Regulace MMP na Urovni genove €XPreSe ...........oovvvieeeiiiiiiiiiieeeeieiie e, 35
1.24.2. Regulace enzymové aktivity MMP mechanizmem cysteinového sepnuti........ 36
1.2.4.3. Inhibice MMP prostiednictvim TIMP ... 38
1.2.5 Matrixové metaloproteinazy a onemocnéni myokardu....................oooooeiiieen 40
1.2.51. Struktura a funkce ECM myokardu ... 40
1.2.5.2. Uloha MMP v ischemické srdeénitkani ... 41
1253 Funkce MMP v remodelaci hypertrofické srdeénitkané................................. 43
1.2.5.4. MMP a dilatacni kardiomyopatie................coooi s 43
1.2.5.5. Syntetické inhibitory MMP a moznosti terapie kardiomyopatii....................... 44
1.2.5.5.1. Peptidomimetické inhibitory MMP .............ccoiiiiii 46
1.2.5.5.2. Nepeptidomimetické inhibitory MMP ... 46
1.2.5.5.3. Derivaty tetracyklinU ... 49
1.2.5.5.4. BifOostoNaty. . ... e 49
1.2.6 Matrixoveé metaloproteinazy a ateroskleroza ... 49
1.2.6.1. Vyuziti matrixovych metaloproteinaz v klinicko-biochemicke diagnostice

hyperlipidémii @ ateroskIErozy ..............ccooiiiiiiiii 51

1.2.7 Matrixové metaloproteinazy v kiinicko-biochemické diagnostice kraniocerebralniho
oY1= 1 1<) o | R TP 52



1.3.  Metalothionein - jeho role v nékterych fyziologickych a patologickych procesech ........ 54
1.3.1 Metalothionein a chronické intoxikace.....................o 55
1:3:2 Metalothionein @ CNS ... e 56

2. CILE PRACE ...t oo, 58
R {3 | 3 e s O 59

3.1, Experimentalni MOdeIY .. ..o 59
3.1.1 Expozice laboratorniho potkana 4denni hypoxii a 4denni hypoxii s hyperkapnii....59
3.1.2 Expozice laboratorniho potkana 3tydenni hypoxii za souc¢asného podavani

inhibitoru batimastat ..o 60
3.1.3 Dlouhodoba aplikace metamfetaminu laboratornimu potkanovi............................. 61

3.2, S0oUBOIMY PACIENIU. ... 62
3.2.4 Soubor pacientl s poruchou lipidového metabolizmu.......................................... 62
3.2.2 Soubor pacientl s traumatickym poskozenim mozku.................................... 62

3.3, Laboratorni Metody ... 63
3.3.1 Izolace proteinu ze srdeéni tkané — proteinova profilace.................................... 63
33.2 Stanoveni celkoveé koncentrace bilkoviny ve frakcich.......................................... 63
3.3.3 Stanoveni celkového 4-hydroxyprolinu ve tkani......................oiiii 64
3.34 Stanoveni koncentrace 4-hydroxyprolinu ve frakci proteini extracelularni matrix......

.............................................................................................................................. 64

3.3.5 Elektroforéza kolagennich proteinl ... 64
3.36 Extrakce celkové RNA ze srdeCnitkane.............o.ooooiiiiiiii e 65
3.37 Elektroforéza, nothern blot a hybridizace mMRNA ... 65
3.3.8 Zymografie matrixovych metaloproteindz ......................oiiiiiii 66
3.3.9 Kvantitativni stanoveni MMP-3.......... 67
3.3.10  Kvanititativni stanoveni MMP-O ... 68
3:3.11 Kvantitativni stanoveni MMP-2. .. 68
3.3.12  Elektrochemické stanoveni metallothioneinu.........................ccoci 69
3.3.13  Stanoveni zakladnich biochemickych parametru lipidového spektra..................... 70
3.3.13.1.  Stanoveni celkového cholesterolu ....................coooiiiii i 71
3.3.13.2. Stanoveni HDL-choleSterolu...............oouiiii e 71
3.3.13.3.  Stanoveni LDL-cholesterolu ... 71
3.3113.4. tanoveni triacylglyceroll............. 71

3.4, Statisticke Metody .. ... o 73
V2 W i g U OO 74

4.1. Expozice laboratorniho potkana 4denni hypoxii a 4denni hypoxii s hyperkapnii ........... 74

4.1.1 Vliv 4denni hypoxie a hypoxie s hyperkapnii na télesnou hmotnost a hmotnost
I . e e 74
4.1-2 Proteinova skladba pravé a levé komory srdce: koncentrace a obsah protein(.....76
413 Srdecéni kolagen — koncentrace, rozpustnost a genova exprese..................c......... 77
41.4 Aktivita srdeénich MMP, genova exprese MMP-2 a TIMP-1..................... 79



7.

8.

9.

4.2. Expozice laboratorniho potkana 3tydenni hypoxii za sou¢asného podavani inhibitoru

DAt A At . 81
421 Vliv 3tydenni hypoxie a hypoxie za souc¢asneho podavani batimastatu na télesnou
hmotnost a hmotnost Srdce ... 81
4272 Proteinova remodelace srde¢niho svalu.............coooooooeiiii 82
423 Koncentrace srdeéniho Kolagenu............oooooo oo 84
424 Zymografie matrixovych metaloproteinaz na zelatiné........................................ 85
4.3. Dlouhodoba aplikace metamfetaminu laboratornimu potkanovi ................................... 87
4.31 Vliv aplikace metamfetaminu na télesnou hmotnost a hmotnost srdce.................. 87
432 Vliv podavani metamfetaminu na kvantitativni a kvalitativni zastoupeni kolagennich
PrOLEINL .......... ccustssinenm 5. . . Sewomtlaw ST L <t retveeessseessssaseissnssennneesssenseesenssssssissnenss 88
433 Zymografie matrixovych metaloproteinaz nazelatiné........................................... 90
434 Stanoveni metalothionNeinU ... 90
44. Soubor pacientu s poruchou lipidového metabolizmu ... 92
441 Parametry lipidoveho Spekira..........ocoooviii e 92
4472 Zymograficka aktivita MMP v séru pacientG s DLP...................oooooii 94
443 Stanoveni koncentrace MMP-3 a MMP-9 u zdravych jedincl a pacientu s DLP; vliv
diety a farmakoterapie ... 95
4.5.  Soubor pacientl s traumatickym poskozenim mozKu.......................eeiiieiii 97
451 Koncentrace metalothioneinu u pacientl s poranénim mozku............................... 97
452 Koncentrace matrixovych metaloproteinaz u pacientll s poranénim mozku........... 98
DISKUSE ... e e 101
5.1. Expozice laboratorniho potkana 4denni hypoxii a 4denni hypoxii s hyperkapnii ...............
.................................................................................................................................. 101
5.2. Expozice laboratorniho potkana 3tydenni hypoxii — vliv batimastatu.......................... 105
5.3. Dlouhodoba aplikace metamfetaminu ... 109
5.4. Pacienti s poruchou lipidového metabolizmu ... 113
5.5. Soubor pacientu s traumatickym poskozenim mozKu...................... 116
6. ZAVER ..o e, 120
SOUHRIN e 121
1] 7L T s U 122
L TERATURA oo e e ettt e e e e et 125

Priloha: SEZNAM VLASTNICH PUBLIKACI



PODEKOVANI

Dé&kuji vSem, za jejichz podpory tato prace vznikala.

Zvlasté dékuji svému skoliteli prof. MUDr. Richardu Prisovi, CSc. za odbornou a moralni

pomoc, bez které by tato prace nikdy nebyla dokoncena.

Dékuji prof. RNDr. Vaclavu Pelouchovi, CSc. za namét a pomoc s experimentalni ¢asti

této prace.

Vétsina experimentl, odbérl biologického materidlu a jeho analyz byla realizovana na
pracovistich Ustavu klinické biochemie a patobiochemie, Ustavu |ékafské chemie a
biochemie a Ustavu fyziologie UK 2.LF v Praze, Ustavu chemie a biochemie MZLU
vBmé a Ustavu farmakologie a toxikologie Univerzity Oulu, Finsko. Deékuji jejich

zameéstnancim za vytvoreni tvlir€iho a svobodného prostredi.

Dékuiji, ze jsem potkal skveélé kolegy a pfatele, s kterymi bylo (a stale.je) radost byt a
tvofit, Pavlinu Santorovou, Janu Bibovou, Davida Vaijtra, Katku Zikmundovou a Reného
Kizka.



Prace vznikla s podporou grant(:
GAUK 45/2001/C ( Remodelace extracelulami matrix v podminkach hypoxie)

GAUK 48/2003/C (Uginky chronického uZivani metamfetaminu na extracelularni matrix
myokardu)

IGA NR 8793-3/2006 (Biochemicka diagnostika expansni a pozdni dobarvujici se
kontuse u pacientl s poranénim hlavy).



ACE
ADAM
AdTS
AMK
ANOVA
AP-1
APMA
ARE

B

BW

CA
CMT
CNS
CT

DA
DCM
DLP
DNA
DPP 11
DPV
ECM
EDTA
EMMPRIN
GCS

H
HBOT
HC
HDL
HMDE
HMGCoA
HW
HW/BW
K

LDL

LV

SEZNAM ZKRATEK

angiotenzin konvertujici enzym
adamlysin

adsorptivni pfenosova rozpoustéci technika
aminokyselina

analyza rozptylu

promotorovy element AP-1

octan p-aminofenyirtutnaty
antioxidant response element
batimastat

télesna hmotnost

anhydraza kyseliny uhlicité
chemicky modifikovany tetracyklin
cenrélni nervova soustava
pocitacova tomografie
difuzni-axonalni poraneni
dilatacni kardiomyopatie
dyslipoproteinémie
deoxyribonukleova kyselina
dipeptidylpeptidaza Il

diferencnée pulzni voltametrie
extracelularni matrix
etylendiammintetraoctova kyselina
extracellular matrix metalloproteinase inducer
Glasgow Coma Scale

hypoxie, hypoxicky

hyperbarickéa kyslikova terapie
hypoxie-hyperkapnie

lipoproteiny o vysoké hustote
visici rtutova kapkova elektroda
3-hydroxy-3-metylglutarylkoenzym A
hmotnost srdce

relativni hmotnost srdce

kontroly, kontrolni skupina
lipoproteiny o nizké hustoté

leva komora srdeéni



LV/BW
MA
MAP
MEROPS
MHC
MMP
MRE
MT
MTF-1
MT-MMP
NSE
PDAB
PDGF
PEA-3
RNA
ROS
RV
RV/BW
SDS
SDS-PAGE
SEM
SPRE
SREBP
SSC
TE pufr
TG
TIMP
TNF-a
USF
Zip
ZnT

relativni hmotnost komory srdecni
metamfetamin

mitogenné aktivovany protein

peptidazova databaze

hlavni lidsky histokompatibilni komplex
matrixové metaloproteinazy

metal response element

metalothionein

zinek responzivni transkripcni faktor
membranové matrixové metaloproteinazy
neuron specificka enolaza
p-dimetylaminobenzaldehyd

rustovy faktor odvozeny od krevnich desticek
promotorovy element PEA-3

ribonukleova kyselina

reaktivni kyslikové castice

prava komora srdecni

relativni hmotnost pravé komory
dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v SDS
standardni chyba méreni
stromelyzin-1-PDGF responzivni element
sterol regulatory element-binding protein
pufr chlorid sodny/citrat sodny

Tris-EDTA pufr

triacylglyceroly

tkanovy inhibitor matrixové metaloproteinazy
tumor necrosis factor «

upstream stimulatory factor

Zrt- a Irt-like proteiny

protein pro transport zinku



1. PREHLED SOUCASNEHO STAVU ZNALOSTI

1.1. VLASTNOSTI METALOPROTEINU A JEJICH
KLASIFIKACE

1.1.1 Uvobp

Dilezité reakce v celé biosféfe jako je napf. produkce energie pfi fotosyntéze nebo
oxidativni fosforylace jsou katalyzovany bilkovinnymi latkami obsahujicimi ve své
struktuie jeden nebo vice kovovych prvk(li — metaloproteiny. PouZivani kovovych prvki
zivymi systémy je prekvapujici svym pozorohudnym funkénim rozsahem. Zahrnuje
zakladni chemické reakce, jako je transport elektronl, pfenos a aktivace kysliku,
hydrolyza, pfenos a pfeména skupin, ale také procesy, pfi kterych vibec nedochazi
k tvorbé nebo zéaniku vazby, jako je napfiklad tok draselnych nebo sodnych iontl
napéfové fizenymi kanaly. Atomy kovl mohou tvofit relativné silné vazby s jejich ligandy
a o to vice prilezitosti tak maji v molekulach proteini, kde vétSina stavebnich
aminokyselin obsahuje potencialni donorové skupiny (imidazolové, karboxylove,
karbonylové, hydroxylové, thiolové nebo thioesterové). Dilezitym aspektem chemie kovl
je to, Ze stejny kov se mize Gcatnit fady rozlicnych reakci v zavislosti na prostfedi, které
jej obklopuje. Tim se mysli prostfedi biomolekuly, ktera jej vaze. Patrné je to napriklad
u Zeleza v hemu, ktery muze plnit funkci reverzibilniho transportéru elektronli (napf.
v cytochromu), nosic¢e molekuly kysliku (tak jak je to napf. v hemoglobinu) nebo aktivatoru
(cytochrom P 450). Ackoliv je ve v8ech uvedenych pfipadech reakéni kovove centrum
identické, jeho reaktivita se odviji od charakteru zbytku molekuly. Chovani kovového
centra je vysledkem jemné souhry mezi termodynamickymi vlastnostmi kovu, diktovanymi
jeho koordinaéni chemii, a stabilitou proteinovych konformaci. V extréemnich pripadech je
funkce kovu klicova. Tak napfiklad u molekulovych domén se zine¢natymi prsty nedojde
ke svinuti proteinu, pokud zde zinek chybi (Christianson, 1991). Metaloproteinu mize
véak dominovat i protein. Tak je tomu v pfipadé modfe zbarvenych centrer obsahujicich

méd v rliznych pienasecich elektronl a enzymech (Malmstrom, 1994).



1.1.2 STRUKTURA, VLASTNOSTI A FUNKCE METALOPROTEINU SPOJENYCH SE
ZINKEM

Proteiny spojené se zinkem je mozno formalné rozdélit na 3 zakladni skupiny:
1) Zinek-enzymy
2) Zinek-neenzymoveé proteiny

3) Proteiny pro distribuci zinku

1.1.2.1. ZN-ENZYMY

Prvnim objevenym enzymem obsahujicim zinek byla vroce 1940 anhydraza
kyseliny uhli€ité (carbonic anhydrase CA) (Keilin and Mann, 1940). V soucéasnosti jsou
znamy jiz stovky enzymi obsahujicich v molekule zinek. S rozvojem technik schopnych
detailni strukturni analyzy byla u vétSiny ztéchto enzymi objasnéna katalyticka role
zinku. Biologické vlastnosti Zn-enzymt se odviji od jejich vyjimeéné struktury. Az asi na
dvé vyjimky jsou molekuly Zn-enzymil tvofeny prevladajicimi beta strukturami, ty se
podileji na velmi stabilnim svinuti molekuly, které vytvafi nezvyklou architekturu molekuly
v okoli mista pro vazbu kovového iontu a to i v pfipadé jeho nepfitomnosti. Atakujici
skupiny aktivniho mista enzymi katalyzujicich vét$i substraty, tedy v nasem pfipadé
zinkem vazana voda a blizké organické postranni fetézce, musi projevovat jistou lokaini
pohyblivost. Teprve tehdy je zajiSténa rychla pfeména substratli a uvolnéni produktli a
koordinace celého systému. Jak zinek tak pfeménované substraty jsou vazany pomoci
postrannich fetézcl proteinové molekuly, ty jsou ponékud flexibilni, protoze maji B-CH,-
sekce, které jsou naprosto odlisné od podobnych struktur pro vazbu kovovych iontd (napf.
v FesS4, cytochromech, vitaminu Bi; nebo enzymu F-430). Velké mnozstvi
extracelularnich enzym( s podobnou funkci ma dva nebo vice zinec¢natych iontl
v aktivnim misté. Vyhoda takovéto kombinace dvou nebo vice atakujicich kyselych skupin
je vice vysvétlena napf. v knize J.J.R Frausto da Silvaa R.J.P. Williams: The biological
chemistry of the elements (Frausto da Silva and Williams, 2004). Velka vétSina téchto
enzymu se Ucastni degradace a organizace extracelularni hmoty.

Je jenom nékolik cytoplazmatickych enzymi, které se li§i od predchozich.
Pravdépodobné pouze ve dvou pfipadech maji aktivni mista pouze kyslik-donorové
ligandy a v jednom pfipadé (fosfolipaza C) ma aktivni misto N- a O-donorove ligandy.
Tyto proteiny maji zcela helikalni strukturu. Jeden nebo dva enzymy maji N/S ligandy a

vazi zineénaty ion velmi pevné. U nékterych Zn-enzyml je sice zinek vazan na molekulu,
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ale ne v aktivnim misté. Zinek u téchto enzym( slouZi jako pfi¢na vazba (cross-link) mezi
thiolovymi skupinami, obvykle Ctyfmi nebo kombinaci thioll a histidini vytvarejicchi
celkem ¢tyfi ligandy. Toto je takzvané dvojitd nebo svazana pficéna vazba a nachazi se
u cytoplazmatickych proteinu jako je napf. alkoholdehydrogenaza. Tato pfiéna vazba by
mohla byt ¢aste€né nahradou za —S-S- nebo vapenaté mustky extracelularnich protein,
protoZze uvniti bunék je vétSina —S-S- mistkl nestabilni a podléha redukci a vapenaté

pfiéné vazby jsou nestabilni v cytoplazmé vzhiedem k nizke koncentraci Ca.

Tabulka 1: Zinek-enzymy

Trida Koordinace Prostorova distribuce
Karboboxypeptidazy (1) HEH vesikularni, extacelularni
: Afhinopebt"idézy 1) i o e T T e
ST —r e A
e e it
T TRy e
Fosfolpaza C (3) HHE (H,0) - extracelularmni
HWD (H0) (intracelularni ?)
HHDD
’ B-Iaktamazy(Z) HHDHH . et o
' Glyoxalazy I (2) R T HHDHH e e
Ty HOHH —
e e e
Leucinaminopeptidaza (2) T T —— oytopiazmaticks
e T SEERE
Aspartattranskarbamylaza (1) ccce ' cytoplazmaticka
RNA/DNA polymeréié (1) ~ CeHA S cytoplazmatické
e g AT, R

H=histidin, C=cystein, D=aspartat, E=glutamat, S=serin, W=tryptofan, K=lysin, () = pocet atoml zinku
v aktivnim misté& enzymu (pfevzato z J.J.R. Frausto da Silva a R.J.P. Williams, The biological chemistry of

the elements, druhé vyd., Oxford University Press 2004 )

Zinek u Zn-enzymi neni uplatiovan jen skrze hydrolytické procesy v hotovém

enzymu, uplathuje se i vruznych stupnich jeho syntézy v cytoplazmé. Typickym
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piikladem za vSechny muizZe byt pfitomnost zinku v molekule reverzni transkriptazy
a RNA polymerazy. Jinym pfikladem muze byt uplatnéni zirkku v syntéze rostlinnych Zn
enzym(, které zde pini podobnou funkci pro prenos metylovych skupin jako u Zivocichl

vitamin B12 a v ném obsazeny kobalt.

1.1.2.1.1. SKUPINA ZINEK DEPENDENTNICH METALOPROTEINAZ

1.1.2.1.1.1. STRUKTURA A ROZDELENi ZINEK DEPENDENTNICH METALOPROTEINAZ

Zinek dependentni metaloproteinazy (Zn-metaloproteinazy) je nejpocetnéjsi
skupina zinek-enzym( a je velmi roz$ifena napfi¢ vSemi fiSemi, mezi prokaryotnimi i
eukaryotnimi organizmy. Zastupci této skupiny enzymu se Ucastni rGznych proces( jako
je embryonalni vyvoj, formace kosti, botulinovd nebo tetanova toxicita, reprodukce,
artritida nebo nadorové procesy. Priblizné v poslednich 20 letech poc€et objevi novych
enzyml z této skupiny stoupnul do takové miry, ze pro jejich klasifikaci je vhodnéjsi
pouzivat pfedevS§im kritérium jejich strukturni pfibuznosti. Porovnanim aminokyselinové
sekvence kolem ustfedniho strukturniho motivu HEXXH doslo k rozliSeni mezi péti
zakladnimi skupinami Zn-metaloproteinaz a to termolysiny, astakiny, ,serratia“ enzymy,
matrixiny a prolysin metaloproteinazami (Jiang and Bond, 1992). Pozdéji byly do Zn-
metaloproteinaz zacélenény dal$i 4 skupiny enzymu, které maji roz§ifené vazebné misto
pro zinek HEXXHXXGXXH, v kterém tfeti histidinovy zbytek funguje jako treti ligand zinku
misto vice vzdalené kyseliny glutamové v termolysinu. Pro tyto skupiny enzymi byl
zaveden nazev metzinkiny. Obsahuji tzv. methioninovy ohyb (Met-turn) a diky nému
maji i podobnou konformaci (Obrazek 1). Obdobné pro véechny enzymy shodujici se v jiz
zminovaném strukturnim motivu HEXXH se ujal nazev zinkiny (Hooper, 1994). Pro
prehlednost a zafazovani proteinaz byly vytvoreny rizné klasifikacni systémy, v této praci
je pouzit systém MEROPS (Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, Velka Britanie),
ktery rozdéluje proteinazy do systému klan( a subklant, rodin a subrodin na zakladé
strukturnich podobnosti (Rawlings et al., 2006) (http://merops.sanger.ac.uk/). Tato

databaze shromazduje informace o zhruba 3000
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znamych proteolytickych enzymech a jejich inhibitorech. Klan je skupina

———
Katalytické \\ Obvykle G vyjma astakinii
baze

Zn-vazebny
motiv

S v astakinech

A v matrixinech

C disulfidi v adamlysinech
S v seralysinech

E v astakinech
S/T v matrixinech
D disulfidi v adamlysinech
P v seralysinech

Obvykle

H-Y v astakinech

Y-P v matrixinech

e sat®® R/S — PID adamlysinech
*sasanent” S-Y v seralysinech

Obrazek 1: Methioninovy ohyb. Velka pismena zna¢i aminokyselinu v mezinarodnim jednopismenném
kodu.

peptidaz, které vznikly evoluéné z jednoduchého spole¢ného predchlidce. Kazdy klan
v sobé& zahrnuje jednu nebo vice enzymovych rodin, které vykazuji svoji evoluéni
pfibuznost, co se tyCe terciarni struktury. Pokud neni struktura znama, jsou do klanu
zafazené dle podobnosti rezidui katalytického mista v polypeptidovém fetézci a jesté
castéji dle obvyklého sekvenéniho motivu kolem katalytickych rezidui. Kazdy klan je
identifikovan dvéma pismeny, prvni uvadi katalyticky typ rodin zahrnutych v klanu, druhé
je samotné oznaceni klanu. Né&které rodiny nebyly jesté zadlenény do klani. Nékteré
klany jsou rozdéleny na subklany, protoZe je ziejma jejich prastara odliSnost uvnitf klanu,
napi. MA(E) gluzinkiny a MA(M) metzinkiny. Rodina je soubor homolognich peptidaz.
Homologie se projevuje vyznamnou podobnosti v aminokyselinové sekvenci kazdého
typu peptidazy v rodiné nebo jiného proteinu, ktery je néjakému typu peptidazy podobny.

Podobnost musi existovat minimainé v peptidazové jednotce. Rodina mlze obsahovat
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pouze jednu peptidazu, pokud zadny jiny homolog k ni jes$té nebyl pfifazen. A naopak,
samotny genovy produkt jako je napf. virovy polyprotein mlize obsahovat vice jak jednu
peptidazu zafazenou do riznych rodin. Kazda rodina je oznacena pismenem a unikatnim
Cislem podle katalytickych vlastnosti (A-aspartatové proteazy, C-cysteinové, G-
glutamove, M-metaloproteinazy, S-serinové, T-treoninové, U-nezname), nékteré rodiny se
déli jesté do subrodin (Obrazek 2 a Tabulka 1).

{.1.2.1.1.2. PREHLED BIOLOGICKYCH FUNKCI VYBRANYCH ZN —METALOPROTEINAZ U
CLOVEKA

Aminopeptidaza N (M01.001) v ledvinach je dllezita pro inaktivaci v krvi vzniklych
polypeptidaz jako napfiklad enkefalinli, substance P a interleukinu 8, zaroven se ucastni
proteolyzy v tenkém stfevé. Enzymy této rodiny, které jsou membranové vazané, jsou
znamé jako povrchové antigeny, napfiklad aminopeptidaza N jako marker CD 13 u
myeloidni leukémie.

Peptidyl-dipeptidaza A (M02.005) ma ohromny vyznam v regulaci krevniho tlaku,
stépenim C koncového dipeptidu His-Leu z angiotensinu | vznika potentni oktapeptidicky
vasopresor angiotesin ll. VétSina peptidaz je syntetizovana bez signalniho peptidu nebo
propeptidu a plsobi intracelularné. Mitochondrialni intermediatni peptidaza je urcitou
vyjimkou a obsahuje typicky vedouci mitochondrialni peptid.

Jedna z funkci peptidaz v rodiné M3 je intracelularni degradace oligopeptidd. To
zahrnuje $tépeni signainiho peptidu a tvorbu degradacnich produkti. U obratloved mohou
byt nékteré tyto peptidy navazany MHC tfidou (York et al.,, 2003). Mnoho savc€ich
biologicky aktivnich peptidl je excelentnimi substraty pro plsobeni oligopeptidaz jako je

thimet oligopeptidaza nebo neurolysin.
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(Zn vazebny motiv) SUBRODINA
GLUZINKINY ACE NEPRILYSINY
ZINKINY
M1 H M2 | M3 1 M13 1 M41 M48
(HEXXH) a Glu
MA
(HEXXH
METZINKINY MATRIXINY Astakiny/Adamlysiny
M8 M10 M12 M43
(HEXXH) a His nebo Asp i
M10A| M1OB| M10C M12A | [M12B
RODINA KARBOXYPEPTIDAZY A
MC M14
(HXXE) a His r l
PYTRILYSINY
M14A i
ME = | | [M14B] [m1ac|
(HXXEH) a Glu 1 ; !
[m16a| [m168] [M16c]
M F ; 3 M1_.7 d
(HXXEH) "
RODINA AMINOPEPTIDAZY Y
MH M28 M20 M18
(XDEXH) I T
| = 1 I | —— 1 1 — |
[ M28A |[m28B | m28c |[m2se | [ Mm20A |[ 208 [ m20c || m20D |
RODINA MEMBRANOVE DIPEPTIDAZY '
MJ M19 M38
(HXXHH) .
MK M22
(HXEXH)
S2P RODINA
MM M50
(HEXXH) a Asp
MO M3
(HXXXD a HXH
i-M23A -M23B
M P M67
_(HSHP(X)9D —
| M67A | |M67B | | M67C
RODINY NEZARAZENYCH METALOPROTEINAZ
M- M49 M76

Obrazek 2: Systém zinek dependentnich metaloproteinaz vyskytujicich se u Zivogichu'

! Ve schématu jsou uvedeny jen ty rodiny metaloproteinaz, které obsahuji ve své molekule zinek a zarover jen ty, které se vyskytuji u

Zivodichu, ve vétsiné pripadl tedy i u Clovéka. Bez tohoto omezeni by bylo schéma daleko slozitéj$i, napf. enzymova podpodtiida

metaloproteinaz ma jinak 15 klant a 53 rodin.
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Tabulka 2: Pfehled zinek dependentnich metaloproteinaz vyskytujicich se u zivo€ichl a ¢lovéka.

Prototypovy enzym ma vzdy v MEROPS nomenklatufe kod ve tvaru M(€islo rodiny).001

EC
‘ . Prototypovy Alternativni nazev
klan | rodina Obsah rodiny nomenklatu
enzym rodiny
ra
MA M1 Aminopeptidazy Aminopeptidaza N | EC 3.4.11.2
Angiotenzin-
M2 Metaloexopeptidazy konvertujici EC 3.4151
enzym (ACE)
Thimet
Metalopeptidazy s rliznou oligopeptidaza
M3 Pep _ y Jopep EC 3.424.15
aktivitou (Rattus
norvegicus)
Metaloendopeptidazy
M13 omezené na substraty Neprilysin EC 3.4.24 11 Neprilysiny
mensi nez proteiny
ATP-dependentni FtsH peptidaza Rodina FtsH
M41 . neni .
metalopeptidazy (E.coli) endopeptidazy
) Ste 24 peptidazy Rodina Ste 24
M48 Metaloendopeptidazy o EC 3.424 84 _
(S.cerevisiae) endopeptidazy
Metaloendopeptidaza Leishmanolysin
M8 leishmanolysin a jeho (Leishmania EC 3.4.24.36 Leishmanolysiny
homologa major)
M10 Metaloendopeptidazy Kolagenaza 1 EC 34247 Matrixiny
. Astakin Astakiny a
M12 Metaloendopeptidazy EC 3.4.24.21 _
(Astacus astacus) adamlysiny
, Cytofagalysin _
M43 Metaloendopeptidazy Cytofagalysiny
(Cytophaga sp.)
A Rodina
. Karboxypeptidaza L
MC M14 Metalokarboxypeptidazy A1 EC 3.4.171 karboxypeptidazy
A
ME M16 Metaloendopeptidazy Pytrilysin (E.coli) | EC 3.4.24. 55 Pytrilysiny
. ) Rodina
Leucylaminopepti- . A
MF M17 Aminopeptidazy EC 3.4.11.1 | leucylaminopeptida

daza (Bos taurus)

_Zy
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tabulka 2: pokracovani

Aminopeptidazy a

Aminopeptidaza S

Rodina

M28 . (Streptomyces _ _
karboxypeptidazy ) aminopeptidazy Y
griseus)
Exopeptidazy,
bep ) y Glutamatkarboxy-
karboxypeptidazy, )
MH _ _ peptidaza
M20 dipeptidazy a EC 341711
o (Pseudomonas
specializované
_ - sp.)
aminopeptidazy
) Aminopeptidaza |
M18 Metaloendopeptidazy o EC 3.4.11.2
(S.cerevisiae)
_ . Membranova Membranoveé
MJ M19 Dipeptidazy _ ' EC 3.4.13.19 _ _
dipeptidaza dipeptidazy
Isoaspartyl . ;
L _ _ Betaaspartyidipepti
M38 Omega peptidazy dipeptidaza 4
-daz
(E.coli) y
O-
Endopeptidazy, ktere _ )
. sialoglykoprotein-
Stépi jen O- )
MK M22 . peptidaza EC 3.4.24.57
sialoglykosylované o
. (Mannheimia
proteiny ]
heamolytica)
MM M50 Metaloendopeptidazy S2P peptidaza EC 3.4.24.85 S2P rodina
_ L B-lyticka
Endopeptidazy Stépici
) . metalopeptidaza
MO M23 peptidoglykany stény EC 3.42432
. (Achromobacter
bakterii
lyticus)
[zopeptidazy uvolfiujici
ubiquitin Poh 1 peptidaza
MP Me7 , .q P p )
z ubiquitinovanych (S.cerevisiae)
proteinll
Dipeptidylpeptida- _
_ ) Rodina
M49 Dipeptidylpeptidazy za lll (Rattus EC34.14.4 _ ' L
M- i dipeptidylpeptidazy
norvegius)
M76 Atp23 peptidaza

Neprilysin (M13.001),

metaloproteinaza fungujici v neutralnim prostiedi,

objeven v kartaCové sténé membran Kennym a jeho kolegy (Kerr and Kenny, 1974).

byl
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Neprilysin byl po dlouhou dobu jedinou znamou metaloproteinazou z rodiny M13. Plsobi
v okoli bunék, kde degraduje a pfeménuje polypeptidove substraty.

Fyziologické substraty enzym( z rodiny M41 jsou hlavné membranové proteiny. U
Clovéka je pfedevS§im zajimavy mitochondrialni proteinovy homolog paraplegin
(M41.006).Mutace genu pro paraplegin jsou spojené z autozomalni formou hereditarni
spastické paraplegie (Atorino et al., 2003).

Leishmanolysin zrodiny M8 je nejvice zastoupenym povrchovym proteinem
promastigét Leishmanii a mlze velmi vyznamné prispét k virulenci téchto parazit(i (Yao et
al., 2003). Tento enzym je zodpovédny za prostup parazita pfes extracelularni matrix
hostujiciho organizmu (McGwire et al., 2003).

PocCetna skupina matrixinid (M10) je hlavni skupinou enzymi degradujicich
extracelularni matrix a je ji vénovana specialni kapitola této prace.

Metaloproteinazy z rodiny M8 jsou obvykle proteiny syntetizované se signalnim
peptidem jako propetidy. Adamalysin ADAM 17 je také znam jako TNF-alfa konvertujici
enzym, enzym zodpoveédny za limitované proteolytické procesy. Endopeptidaza
ADAMTS13 (M12.241), také znam jako proteaza von Willebrand faktoru, pusobi jako
normalni ochrana pfed von Willebrandovou chorobou .

Enzymy z rodiny M14 jsou molekuly syntetizované bez signalnich peptidd, ale jsou
to zaroven propeptidy, které musi byt pfeménény na aktivni enzymy. Zralé enzymy jsou
obvykle rozpustné (napr. karboxypeptidaza A, karboxypeptidaza B, karboxypeptidaza
U (M14.009)), ale karboxypeptidaza M (M14.006) je membranové vazana pomoci
glykosylfosfatidylinositolové kotvy. Funkce téchto enzymi( je velmi rozlicna. Zahrnuje
traveni potravy (pankreaticka karboxypeptidaza A a B) nebo pfeménu bioaktivnich
peptidl (karboxypeptidaza E, M14.005).

Medicinsky zajimavou metaloproteinazou ze skupiny M16 je indulysin (M16.002),
ktery je fyziologicky vyznamnou alfa-sekretazou, a ktery degraduje amyloidogenni beta-
peptidy pfi Alzheimerové chorobé (Edland, 2004).

Savci leucylaminopeptidaza z rodiny M17 je cytozolicky enzym produkovany ke
§tépeni peptidl, které vznikaji ¢innosti intracelularnich proteinaz. Je to jeden z enzymd,
ktery je schopen stfihat peptidy produkované proteozémem pro antigenni tfidu | a jeho
gen je promotovan interferonem gama (Beninga et al., 1998).

Glutamatkarboxypeptidaza Il (M28.010) degraduje neuropeptidy Ac-Asp-Glu

vmozku a zaroven premeénuje folylpolygamaglutamat na pteorylglutamat ve stievé.
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Vrodine M28 se nachazi mnoho neproteinazovych analogl jako napf. receptor pro
transferin (M28.972)

SavCi aspartylaminopeptidaza zrodiny M18 je cytozolovy enzym, ktery
pravdépodobné pfispiva ke katabolickym preménam peptidii. Mohl by pfispivat k N-
terminalnimu $tépeni peptidl, které jsou uréeny pro MHC tfidu .

Membranova dipeptidaza zrodiny M19 je lokalizovand na povrchu bunék
kartacoveho lemu v ledvinach, plicich, stfevech a v pankreatickych sekre¢nich granulech,
kde je upevnéna pomoci glykosylfosfatidylinositolové kotvy. Je syntetizovana se
signainim peptidem a C-koncovou hydrofobni doménou, ktera je odstranéna
v posttranslacnich procesech. Membranova dipeptidaza inaktivuje leukotrien D4
pfeménou na leukotrien E4; ucastni se také degradace extracelularniho glutathionu, stépi
dipeptid Cys-Gly po glutamatu, ktery byl odstranén y—gIutamyltranspeptidézou.

S2P peptidazy jsou zapojeny do regulace genové exprese proteolyzou
transkripénich faktori. S2P peptidaza v savéi membrané endoplazmatického retikula
uvolfiuje N-koncovou doménu transkripéniho faktoru z membranové vazanych SREBP,
uvolnéna doména pak vstupuje do jadra a aktivuje geny pro kontrolu pfijmu a syntézy
cholesterolu (Zelenski et al., 1999).

Proteiny, které maji byt degradovany proteozomem musi byt nejdfive rozbaleny
a ubiquitinové volné konce musi byt odstranény, to vSe délaji komplexy PA700, 19S
a komplex COP9 zrodiny M67. AMSH proteinaza ze stejné rodiny je spojena
s endozémem a ovliviiuje stupen pfemén ubiquitinovanych proteinl uréenych k degradaci
(McCullough et al., 2004, McCuliough et al., 2006). Poh1 peptidaza je dulezita
k zachovani mitochondrialni integrity, pfedevS§im prostfednictvim své C-koncové domény
(Rinaldi et al., 2004).

Dipeptidylpeptidaza Il (DPPIIl, M49.001) zrodiny M49 je bohaté rozsireny
cytozolicky enzym, pravdépodobné uréeny pro vnitini potfebu katabolizmu
intracelularnich enzym@. Hodnoty DPPIII jsou zvySeny v séru ziskaném z retroplacentalni
krve v porovnani s normalnim sérem, coZ nasvédCuje tomu, Ze se muze podilet na

zvyéeni hydrolyzy angiotenzinu pozorované b&hem téhotenstvi (Shimamori et al., 1986).



1.1.2.2. NEENZYMOVE METALOPROTEINY OBSAHUJICi ZINEK
1.1.2.2.1. PROTEINY PRO DISTRIBUCI ZINKU

Prvni gen pro savéi transportér zinku ZnT1 byl identifikovan v roce 1995 (Palmiter and
Findley, 1995). Pfed tim bylo nahlizeno na transport zinku v Zivoci§nych organizmech tak,
Zze se déje prostfednictvim anionickych komplex( jako jsou napf. aminokyselinové
(cystein nebo histidin) chelaty nebo prostifednictvim transferinovych receptori (Ripa and
Ripa, 1995). V sou€asnosti jsou znamy dvé rodiny proteini zodpovédnych za transport
zinku. ZnT proteiny snizuji intracelularni zinek ovlivnénim efluxu Zn z bunék nebo influxu
do intracelularniho prostoru. Zip® proteiny usnadiuji zinku transport z extracelularni
tekutiny nebo z intracelularnich vesikull do cytoplazmy (Palmiter and Huang, 2004).

Sav€i ZnT rodina se sklada z 10 &lent (ZnT1-10). Transportni aktivita zinku byla pro
vétSinu z nich (ZnT1,2,4-8) potvrzena nezavisle preZitim bunék v médiu o vysoké
koncentraci zinku pfimo mérenim absorpce/efluxu zinku nebo jeho akumulaci
v tranfektovanych nebo mutovanych sav€ich bunkach, kvasinkach nebo ovocytech
(Palmiter and Huang, 2004, Cousins et al, 2006). Transportni mechanizmus
zprostiedkovany  ZnT  proteiny je neznamy. Bunééna extruze zinku
a ukladani Zn v bunécnych vesikulech probiha proti koncentraénimu spadu a je tedy
pravdépodobné, Ze ZnT proteiny funguji jako druhotné aktivni pfenasece nebo mozna
antiportery.

Existuje ndpadna sekvenéni homologie mezi lidskymi ZnT proteiny (Devergnas et al.,
2004, Chimienti et al., 2004). Sekvence se liSi velikosti a vétSina znich ma
6 transmembranovych domén s vyjimkou ZnT5, ktery jich ma 12. Tyto proteiny maji jak N
tak C-terminalni doménu na cytoplazmatické strané. Navic vétSina ZnT proteinl ma
dlouhou intracelularni smyéku s proménlivym poétem histidinovych zbytk(. Tyto smycky
by mély vazat zinek a tedy fungovat jako iontové-vazebné domény (Murgia et al., 1999).

Savéi Zip rodina proteint se sklada ze 14 ¢lenl. Jejich schopnost pfenaset Zn byla
potvrzena pro Zip1-8 a 14 pouzitim transfekce DNA do sav&ich bunék (lidskych
embryonalnich ledvinovych, K562 a kfec¢cich ovarialnich). Transportni aktivita byla
méfena absorbovanim %°Zn nebo pouZitim prob, které produkovaly emisi fluorescence.
Mechanizmus transportu Zn, ktery zprostiedkovavaji Zip proteiny neni zcela pochopen.

Absorbce zinku by mohla byt fizena koncentracnim gradientem. hZip1 a hZip2 pfenasece

* Zrt- a Irt-like proteins
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totiz nepotiebuji ATP (Gaither and Eide, 2001). Zip-dependentni transport je indukovan
anionty HCO3 a to poukazuje na mechanizmus symportu (Gaither and Eide, 2000).

Zip rodina mlze byt rozdélena do 4 subrodin: Zip I, Zip Il, gufA a LZT (Cousins et
al., 2006). Vétsina savSich Zip proteinl vcetné Zip4-8, Zip10 a Zip12-14 patii do LZT
subrodiny. Zip1-3 jsou ze Zip Il subrodiny; Zip9 ze Zip | subrodiny a Zip11 patfi do gufA
subrodiny. Vétsina Zip proteini obsahuje 8 transmembranovych domén, ale Zip6 jich ma
jenom 6. Transmembranové domény IV a | jsou vysoce Kkonzervativni
a mohou tvofit péry, skrz které prochazeji kovové ionty (Gaither and Eide, 2001). Zip
proteiny obsahuji N a C-terminalni doménu a dlouhou intracelularni smy¢ku s opakujicimi
se sekvencemi bohatymi na histidin (Cousins et al., 2006). Na druhé strané
imunohistochemické studie uzazuji, ze Zip14 ma na histidin bohatou smycku
v extracelularnim prostoru (Liuzzi et al., 2005). Pfitomnost specifickych strukturnich

motivil mGZe umoznovat Zip proteinlim i jiné funkce nez je pouze transport Zn. Napfiklad

Obrazek 3: Distribuce Zn-proteinu ve fibroblastu. Konfokalni mikrofotografie mysiho fibroblastu
znaceného pro DNA (modra), mikrotubuly (zelend). Nova generace zinkovych préb je schopna se navazat
na Zn* v buné&nych vaécich (purpurova). Distribuce zinku se méni v bufice v prabéhu deéleni, jak je to vidét
v pravém hornim rohu.
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metaloproteindzovy motiv (HEXPHEXGD) v subrodiné LZT protein dovoluje témto
proteinim fungovat jako matrixové metaloproteinazy nebo se Gcastnit katalytickych
procesl téchto enzymi (Cousins et al., 2006).

VétSina ZnT proteinl byla nalezena v intracelularnich kompartmentech, obvykle
spojenych s endozomy, Golgiho komplexem nebo endoplazmatickym retikulem. ZnT1 je
jedinych transportérem umisténym v plazmatické membrané a je tak prvnim regulatorem
kontrolujici bunéény Zn eflux (Ripa and Ripa, 1995). ZnT2 je lokalizovan ve vesikulech
pankreatickych acindznich bunék. ZnT1 ma také vesikularni lokalizaci, ale nachazi se
I v plazmatické membrané (Liuzzi et al.,, 2004). ZnT 9 se nachazi v bunééném jadru
béhem mitézy (Sim and Chow, 1999). Molekuly ZnT5 jsou lokalizovany v sekrec¢nich
vaccich pankreatickych beta bunék a apikalnich membranach enterocytl. ZnT10 by mohl
byt umistény v plazmatické membrang, jak to ukazuji nékteré softwarové vypocty. Vétsina
Zip proteinh byla pozorovana v plazmatické membrané, pfesto se Zip 7 nachazi
I v Golgiho komplexu (Huang et al., 2005). Lokalizace Zip proteini se miize ménit béhem
fyziologickych podminek a biologické dostupnosti zinku. Jakakoliv porucha regulace
transportu zinku prostfednictvim jejich specifickych transportéri je vétsinou spojena se

specifickym onemocnénim.
1.1.2.2.2. METALOTHIONEINY

V roce 1957 Margoshes a Vallee izolovali z ledviny koné nizkomolekulovy protein,
ktery vykazoval vysokou afinitu ke kadmiu a obsahoval vysoky pocet thiolovych skupin.
Diky vysokému obsahu kovu a neobvyklé bioanorganickeé strukture byl zarazen meazi
metaloproteiny. Neni prili§ pfekvapujici, ze vétSina sav€ich tkani obsahuje na véku
zavislé bazalni hladiny metalothioneind (MT), které se UCastni procesl zavislych na
regulovaném pfivodu kovll, jako je bunéény rist nebo déleni. ZvySené hladiny MT naopak
nachazime ve vyvijejicich se bufkach, jeho zvySena exprese doprovazi rakovinné bujeni,
je to perspektivni onkomarker (Kizek et al., 2004, Thirumoorthy et al., 2007).

Dnes je mozno charakterizovat metalothioneiny jako  superrodinu
neenzymatickych polypeptidi (61-68 aminokyselin) s malou molekulovou hmotnosti
(6-7 kDa) a s unikatni aminokyselinovou sekvenci (unikatni rozmisténi motivu Cys-X-Cys)
a vysokym podilem siry a kovil. In vivo MT vazi Zn?*, Cu**, Cd** nebo Hg*, zatimco in

t2*

vitro jsou schopny navic vazat Ag*, Bi**, Co®*, Fe**, Pb*, Pt*" a Tc*". Nicméné hlavnim

vazanym kovem za fyziologickych podminek je zinek (Vasak, 2005). U savcu se vyskytuji
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4 subrodiny MT (MT-I, MT-ll, MT-IIl, MT-1V), z toho nejdéle znamé a nejlépe popsané jsou
MT-l a MT-Il. Lidské MT jsou kédovany rodinou geni vytvarejicich 10 izoforem. Zatimco
jeden MT-2A gen koéduje pouze jeden MT-2 protein, MT-1 existuje ve vice izoformach.
Konkrétné MT-1 protein vytvafi vice subtypl koédovanych sadou MT-1 gen( na
chromozému 16913 (MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G,MT-1H, MT-1I, MT-1J, MT-
1K, MT-1K, MT-1L, MT-1X), coz vede krozdilnosti mezi izoformami MT-1 proteinu
(Penkowa, 2006). Rozdily v MT genech pravdépodobné hraji rozdilnou funkéni roli
v pribéhu vyvoje nebo pfi zménach fyziologickych podminek. V porovnani s lidskymi
geny, mysi geny pro MT jsou méné komplexni, existuje vzdy jeden gen pro jednu hlavni
izoformu MT (jeden gen koduje MT-1, MT-2, MT-3 a MT-4) a ty jsou umistény na

chromozému 8 (Penkowa, 2006).

Promotorove cis-elementy DNA (ve sméru 5°—3") k Useku, ktery kdéduje MT RNA,
odpovidaji na mnoho riiznych signalli a udrzuji nizké hladiny bazalni exprese MT mRNA
a syntézy proteinu. Jsou také indukovany ke zvySene expresi MT v odpovédi na rozliéné
vyvojové a environmentalni signaly (Haq et al., 2003). Ustiednimi promotory gen(i pro
MT-1 a MT-2 jsou klasické TATA-boxy a iniciatorové oblasti (InR) k posileni
transkripéniho faktoru IID (TFIID), ¢asti preiniciaéniho komplexu, ktery upravuje bazalni
transkripci. Navic obsahuji sady promotori odpovidajici na kovy (metal response
element — MRE), useky s pfibuznymi nicmeéné odliSnymi sekvencemi, napf. gen pro MT-1
je u mysi regulovan Sesti MRE (a-f). MRE jsou normalné potfebné pro indukci genu MT
pomoci kovl, ale ukazalo se, Ze jsou stejné nepostradatelné i pro indukci MT pfi absenci
kovll v prostiedi (Samson and Gedamu, 1998). Pro bazalni expresi je nejdllezitéj$i MRE-
c. MRE funguji ve spojeni s dal§im transkripénim faktorem, na zinku zavislou molekulou
tzv. zinek-responzivnim transkripcnim faktorem MTF-1, ktery se uplatnuje v procesu
inducibilni exprese MT (_Obrazek 4). Tento faktor je zavisly na hladiné zine¢natych iont
v organizmu a prostfednictvim MRE reguluje jak bazalni tak indukovanou expresi MT
v organizmu (Hagq et al., 2003). U gend mysi a kie¢ka pro MT-1 se motiv E boxu (vazebné
misto pro vnitfni pozdni transkripéni faktor MLTF, nékdy také oznaCovany jako upstream
stimulatory factor - USF) se sekvenci GGCCACGT-GACC prekryva s tzv. antioxidant
response element - ARE (se sekvenci TGACnnnGC) za tvorby kombinované sekvence

MLTF/ARE, ktera je nezbytna jak pro bazalni tak pro kadmiem
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Cd, Cu, Hg a jiné kovy

Oxidujici latky
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Obrazek 4: Schéma indukce genové exprese metalothioneinu. Na schématu je znazornéna burka
s cytoplazmatickou mebranou a jadrem, které obsahuje na kov reagujici gen. Metaloregulaéni protein
ovliviiuje intracelularni dostupnost zinku. Metalothionein mulze za ur€itych okolnosti plsobit jako
metaloregulaéni protein, ktery kontroluje dostupnost zinku pro enzymy a transkripéni faktory. ARE =
antioxidant response element, E box = cis-element DNA spojeny s MLTF. Oxidativni stres ovliviiuje
disociaci zinku z MT.

indukovanou expresi genu pro MT-1 (Datta and Jacob, 1997, Aniskovitch and Jacob,
1998). ARE se uplatiiuji v regulaénich kaskadach spoustéjici expresi genla pro tvorbu
bilkovin, které brani organizmus pfed poskozujicim atakem volnych radikali. Déje se tak
pies interakci ARE s NF-E2 podobnym faktorem 2 nebo Nrf-2 (Nguyen et al., 2003).
VSechny promotorové geny MT obsahuji alespon jeden GC box (konzervativni sekvence
GGGGCGGGG), ktery odpovida na plsobeni transkripénich faktorll z rodiny Sp/XKLF
zinc finger transcription family véetné faktoru Sp1. Toto plsobeni pfispiva k bazalni
transkripci MT (Philipsen and Suske, 1999). Bazalni genova transkripce je kontrolovana
i pomoci represoru, o kterych existuje jen nékolik literarnich Gdaji. Mezi né napf. patfi
zinc finger protein PZ120 nebo cykloheximid (Haq et al., 2003). Geny pro MT jsou
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inducibilni i celou fadou anorganickych agens (téZzké kovy, reaktivni kyslikové Castice)
nebo organickymi signalnimi molekulami (citokiny, steroidni hormony).

V molekulach MT nejsou pfitomny aromatické aminokyseliny a 20 cysteinli se
v primarni sekvenci vyskytuje obvykle v téchto repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-
Cys, Cys-X-Cys-Cys, kde X je oznaceni pro jinou aminokyselinu nez cystein. Molekula
MT je tvofena dvéma vazebnymi doménami (o), které jsou sloZzeny z cysteinovych
klastri. Sulfhydrylové zbytky cysteinu se podileji na kovalentni vazbé s atomy kov
(Obrazek 5).
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o ‘ T&zky kov

B doména D -SH skupina o doména

Obrazek 5: Pfredpokladana struktura metalothioneinu koordinujiciho 7 dvojmocnych iontl kovu.

Tyto klastry vytvafené skupinami —SH s kovem existuji v obou globularnich doménach.
Domény jsou ksobé vazany kratkym polypeptidovym usekem bohatym na lysin.
o-doména na svém C-konci obsahuje 11 cysteini a je schopna vazat &tyfi divalentni
nebo 6 monovalentnich kovl, zatimco N-koncova B-doména zahrnuje 9 cysteinl
schopnych vazat 3 divalentni nebo 6 monovalentnich kovia (Miles et al, 2000).
Cysteinové zbytky jsou tedy spojky, které mohou vazat 2 divalentni ionty, nebo jsou to
koncové zbytky, které vazi pouze jeden divalentni ion. Pokud se kovové ionty navazi na
apothionein, polypeptidovy retézec se okamzité svine do dvou nativnich tfirozmérnych

thiolovych klastri umisténych v kazdé z domén. Pouze v a-doméné je jedina kratka
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oblast se sekundarni strukturou (u-helix) a to tehdy, pokud je protein piné obsazeny

divalentnimi (nikoliv monovalentnimi) kovy (Vasak, 2005).
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1.2. MATRIXOVE METALOPROTEINAZY A JEJICH ULOHA
VE VYBRANYCH PATOLOGICKYCH PROCESECH A
KLINICKYCH STAVECH

1.2.1 Uvob

Matrixové metaloproteinazy (rodina M10), neboli matrixiny (MMP) jsou rodinou
strukturné pfibuznych enzymui patfici do pocetné skupiny zinek dependentnich
metaloproteinaz. Jak jiz bylo uvedeno, MMP byly prokazany jak u obratlovcl, tak u
bezobratlych a dokonce i u rostlin. Vyvojové v8ak vznikly z daleko niz$ich organizmi,
dikazem je napfiklad 59 % shodna aminokyselinova sekvence pro metaloproteinazovy
toxin-2 organizmu Bacteroides fragilis s 27 aminokyselinovym fetézcem lidské
intersticialni kolagenazy (MMP-1) (Borkakoti, 2000). Tyto enzymy se ucastni vétSiny
procesll, které degraduji pojivovou tkan, podileji se na fadé déji v prabéhu
ontogenetického vyvoje (morfogeneze, angiogeneze, rlist, procesy spojené s hojenim
ran) (Birkedal-Hansen, 1995, Shapiro, 1998, Zagris, 2001). Zménénou expresi a aktivitu
MMP pozorujeme i ve vétSiné zanétlivych, degenerativnich a predevS§im malignich
procesech, spojenych se zvySenou syntézou, degradaci nebo poruSenou maturaci a
organizaci extracelularni matrix (ECM) (Arthur, 2000, Brinckerhoff et al., 2000, Obermuller
et al,, 2001, Stetler-Stevenson and Yu, 2001). Pfehled fyziologickych i patologickych
procest pfi nichz MMP hraji kli¢ovou roli, je uveden v tabulce (Tabulka 3). Vedle MMP se
na degradaci ECM podileji i enzymy ze skupiny sulfhydrylovych a serinovych proteaz a
jiné metalopeptidazy. V dobé vzniku této prace bylo znamo 24 lidskych matrixovych
metaloproteinaz, pro jejich oznaCeni se pouziva zkratka MMP plus arabska Cdislice.

Prehled znamych MMP vcetné jejich znaceni je uveden v tabulce (Tabulka 4).
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Tabulka 3: Matrixové metaloproteinazy ve fyziologickych a patologickych procesech

Fyziologické procesy

Patologické procesy

Angiogeneze
Apoptoza
Cervikalni dilatace
Cyklus vlasového vacku
Délozni cyklus
Embryonalni vyvoj
Implantace blastocysty
Imunitni odpoved
Kostni remodelace
Nervovy rust
Organova morfogeneze
Ovulace
Poporodni uterinni involuce
Zanét

Artritida
Alzheimerova choroba
Ateroskleroza
Cévni onemocnéni

Metastaze
Nefritidy
Neurologicke choroby
Onemocnéni periodontu

Emfyzem Osteoartritida
Fibrotické plicni choroby Poruseni hematoencefalické bariéry
Gastricky vied Rakovina

Revmatoidni artritida
Roztrousena skleroza
Sorsbyova dystrofie ofniho pozadi

Guillianova-Barreova choroba
Choroby CNS
Jaterni cirhéza
Jaterni fibroza
Kardiovaskularni choroby
Kornealni ulcerace
Kozni ulcerace
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Tabulka 4: Prehled MMP

Klasifikacg matrix

ovych metaloproteinaz

Kolagenaza (typ I,

Kolageny (LILHLVII a X); zelatina; agrekan; L-selektin; IL-

intersticiaini) ECaA4.24.7 | 11q22:920 1B proteoglykany; entaktin; ovostatin; MMP-2; MMP-9
Eg'j‘t'“éza AZE Kolageny (I,IV,V,VII.X,XI a XIV); Zelatina: elastin;
. EC3.4.24.24 | 16913 fibronektin;agrekan; MBP; osteonektin; laminin-1; MMP-1;
Zelatinaza typ IV MMP-9: MMP-13
kolagenaza !
Kolageny (lII,IV.V, a IX); Zzelatina; agrekan; perlekan;
Stromelysin-1 dekorin; laminin; elastin; kasein; osteonektin; ovostatin;
Proteoglykanaza | ECo-4-24.17 | 1123 antaktin; plasminogen: MBP; IL-13; MMP-2/TIMP-2; MMP-7:
MMP-8; MMP-9; MMP-13
Matrilysin Kolageny (IV a X); zelatina; agrekan; dekorin; fibronektin;
Putati)\,/ ni MMP EC3.4.24.23 | 11921-q22 laminin; entaktin; elastin; kasein; transferin; plasminogen;
MBP; B4-integrin; MMP-1; MMP-2; MMP-9; MMP-9/TIMP-1
Neutrofilova e .
kolagenaza EC3.4.24.34 | 11921-922 Kolageny (LILI1LV,VILVIII a X); zelatina; agrekan; fibronektin
. g Kolageny (IV,V,VIl, X a XIV); zelatina; entaktin; agrekan;
Zelatinaza B ECQ 42435 | 20q11.2-15.1 elastin; fibronektin; osteonektin; plasminogen; MBP; IL-1B
Stromelysin-2 EC34222 |11q22.3-23 I;;I)’I;g?gy ( lI-V); zelatina; kasein; agrekan; elastin; MMP-1;
Stromelysin-3 nepfifazeno |22911.2 Neznamy (kasein)
Makrofagova ] Kolagen IV; Zelatina; elastin; kasein; fibronektin; vitronektin;
metaloelastaza ECB.4:24.85 | 11q22 24223 laminin; entaktin; MBP; fibrinogen; fibrin; plasminogen
. - Kolageny (LILILIV,IX,X,a XIV); Zelatina; plasminogen;
Kolagensza-3 neplifazenn | 119223 agrekan; perlekan; fibronektin; osteonektin; MMP-9
y . Kolageny (I-1ll); Zelatina; kasein; fibronektin; laminin;
MT-MMP nephitazenc | 14qi1-at2 vitronektin; entaktin; proteoglykany; MMP-2; MMP-13
MT2-MMP nepiitazeno | 16912.2-g21 Fibronektin; entaktin; laminin; perlekan;
MMP-2
MT3-MMP nepfifazeno | 8q21 Kolagen lll; Zelatina; kasein; fibronektin;
MMP-2
MT4-MMP nepfifazeno | 12924 Neznamy
Kolagenaza-4 nepfifazeno | neznamy Kolageny (IILIILVII a X); Zelatina; agrekan
RASI-1 nepfifazeno | 12q14 Zelatina; agrekan; fibronektin
Enamelysin nepfifazeno | neznamy Amelogrenein; agrekan
Neznamy
nepfiifazeno | 1p36.3
nepfifazeno | 1p36.3 Neznamy
nepfifazeno | neznamy Neznamy
MT5-MMP nepfifazeno | 20q11.2 Neznamy
P e MT6- | hepiitazeno | 16p/3.3 Pro-zelatinaza A; fibrin; fibronektin; kolagen IV; elatina
Endqmgtéza, nepfifazeno | neznamy Zelatina lo; P1; fibrinogen; fibronektin; vitronektin
matrilysin-2
Epilysin nepfifazeno | 17911.2 Kasein
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1.2.2 STRUKTURA MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ

Jsou to homologni proteiny, které je mozno podle spole¢nych rysl rozdélit do
6 skupin: kolagenazy, stromelysiny, matrilysiny, Zelatinazy, membranové
metaloproteinazy a jiné MMP. Klasifikace neni zcela jednotna a v literature se mizeme
setkat i sjinym délenim (Kukacka et al., 2005). VSechny jsou to zinek a vapnik
dependentni endopeptidazy. Jsou syntetizovany ve formé preproenzymua (signaini peptid
obsahuje cca 20 aminokyselinovych zbytkil), z bunky jsou pak vétSinou sekretovany jako
neaktivni proenzymy (vyjma membranovych MMP). Molekula proenzymu je
organizovana do 3 zakladnich strukturnich domén: tj. N-terminainiho propeptidu,
katalytické domény a C-terminalni ¢asti molekuly (Obrazek 6) (Borkakoti, 2000).
N-terminalni propeptid obsahuje pfiblizné 80-90 aminokyselin, mimo jiné cystein,
jehoz postranni fetézce interaguji s katalytickym zinkovym atomem pfes thiolovou
skupinu (tzv. cysteinové sepnuti) a zajiStuji tak enzymovou latenci proenzymu.
V propeptidu je pfitomna vysoce konzervativni sekvence (...PRCGXPD...), jejim
odstranénim dojde k aktivaci zymogenu (Van Wart and Birkedal-Hansen, 1990).
Katalyticka doména (cca 170 aminokyselin) obsahuje zinek-vazebny motiv
HEXXHXXGXXH a upevnény methionin, ktery vytvafi unikatni strukturu, jiz zminény
methioninovy ohyb (Obrazek 1). Mimochodem pravé tato struktura je charakteristicka
i pro ostatni metzinkiny, mezi které MMP nalezi. Doména se sklada z pétipramenného -
listu, tfi a-helixi a spojovacich smycek. Katalyticka doména obsahuje dva zineCnaté
kationty a 2-3 vapenaté kationty. Jeden Zn®" je pfitomen pfimo v aktivnim misté a ugastni
se pfimo katalytickych proces(, druhy Zn®* (také nazyvany strukturni) a souéasné i Ca®*
jsou vzdaleny od Zn?* v katalytickém misté pfiblizné 12 A (Dhanaraj et al., 1996).
C-terminalni doména vykazuje strukturni podobu s proteiny tzv. hemopexinové
rodiny, kam patfi napf. hemopexin, vitronektin i placentaini protein |l (ma néco kolem
210 aminokyselinovych zbytkd). Vyznacéuje se elipsoidnim diskovitym prostorovym tvarem
se 4 listovymi B-strukturami pfipominajici vrtuli, kazdy list se sklada ze 4 antiparalelnich
B-prameni a a-helixu. Prvni a &tvrty list jsou spojeny disulfidickym mistkem (Gomis-Ruth
et al., 1996). Katalyticka a C-terminalni doména, jak to bylo napf. ukazano u kolagenazy-
1 (Gomis-Ruth et al., 1996), jsou zabaleny jako entity v krystalu se spojujicim flexibilnim
peptidovym linkerem neboli zavésem (,hinge-doména“), ktery je volné pfipojen. Tento

zavés ma extrémné variabilni délku, u kolagenaz obsahuje jen 16 zbytkd, MMP-15 ma
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naopak 65 zbytki. Presna funkce linkeru (obsahuje hodné& prolinu), ktery spojuje
katalytickou a hemopexinovou doménu neni zcela objasnéna.

Hemopexinu podobna gykosylfo:fatidylinositolové
tva

N-terminaini propeptid sl sl prg doména

Zn2+

Signalni peptid

Stépici misto pro furin

Transmembranova doména

Vazebné misto pro fibronektin L ]
typu I Katalyticka doména Linker

-
o 4 Zelatinasy
Matrilysiny b
o 7 Zelatinasa-A (MMP-2)
Matrilysin (MMP-7) v

ilysi Zelatinasa-B (MMP-9)
Matrilysin-2 (MMP-26)

Kolagenasy

Kolagenasa-1 (MMP-1) MMP membranového typu
e MT1-MMP (MMP-14)
Kolagenasa-3 (MMP-13) HT2 MM (NMP-25)
MT3-MMP (MMP-16)
MT5-MMP (MMP-24)

Stromelysiny
Stromelysin-1 (MMP-3)
Stromelysin-2 (MMP-10)

MT4-MMP (MMP-17)
MT4-MMP (MMP-25)
Metalloelastasa (MMP-12)
Stromelysin-3 (MMP-11)

)

Obrazek 6: Struktura prototypové MMP a jednotlivé skupiny matrixovych metaloproteinaz.

Hemopexinova doména (Obrazek 6:) je nezbytna pro kolagenazy, které $tépi
trojSroubovici intersticialniho kolagenu, katalyticka doména u nich vykazuje proteolytickou
aktivitu k jinym substratim (Bode, 1995). Matrilysiny tuto doménu naopak nemaiji.
U skupiny transmembranovych matrixovych metaloproteinaz (MT-MMP) se nachazi totiz

navic transmembranova doména, ktera vaze enzym k povrchu bufky. Tuto doménu
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tvofi hydrofobni fetézec s cca 25 aminokyselinami s rozpoznavacim motivem RXKR pro
purinu podobné konvertazy na konci propeptidového retézce (vyjimkou je MT4-MMP a
MT6-MMP). MT4-MMP a MT6-MMP jsou pfipevnény k buné&énému povrchu pomoci
glykosylfosfatidilinozitolové (GPl) membranové kotvy (Buttner et al., 1998, Nagase and
Woessner, 1999, Borkakoti, 2000, Ye, 2000). Zelatindzy obsahuji doménu vykazujici
strukturni podobnost s matrixovymi proteiny, 3 tandemy kopii domeény (58 AMK) se
sekvenci podobné pro fibronektin typu Il vazebné doméné kolagenu je nalézana u vSech
zelatinaz, zatimco domeéna s podobnosti pro typ kolagenu Vjen u del§ich Zelatinaz
(Murphy et al., 1994).

Naproti tomu matrilysindm (MMP-7 a MMP-26) chybi hemopexinu podobna
doména. Jsou to jedny z nejmensich molekul MMP. MMP-23 navic obsahuje hydrofobni
N-terminalni signalni kotvu (Uria and Lopez-Otin, 2000, Wilson and Spinale, 2001). MMP-
19, MMP 20 a MMP-27 a MMP-12 je mozno fadit mezi prvni ¢leny nové skupiny MMP.
Tato skupina méa sice doménové struktury: signalni sekvenci, latentni doménu,
katalytickou doménu a C-terminalni peptid podobny hemopexinu, ale chybi jim néjaky
vyrazny strukturni znak, ktery by je pfifadil k jiz existujicim skupinam (Stracke et al., 2000,
Lohi et al., 2001). Nékteré dalsSi MMP, napf. MT-MMP a stromelysin-3, obsahuji ve své
molekule rozpoznavaci motiv pro proteinovou konvertazu RXRXKR, (Marchenko et al.,
2001).

1.2.3 MECHANIZMUS UCINKU A SUBSTRATOVA SPECIFITA MMP

Vétsina MMP je schopna degradovat majoritni i minoritni sloZky extracelularni
hmoty. Rada MMP ma proto skuteéné Sirokou substratovou specifitu. Pozoruhodnou
vyjimkou jsou MMP-11 a MMP-23, jejichz schopnost Stépit komponenty ECM je velmi
nizka. To vSak nevylucuje, Ze nedovedou $tépit jiné molekuly (MMP-11 napf. $tépi serpin)
(Pei et al., 1994, Ohnishi et al., 2001). MMP se v§ak zapojuji i do procesu spojenych se
stépenim nebo aktivaci molekul, které netvoii ECM ( napf. MMP-2,-3,-7 Stépi dekorin,
ktery je dilezitym rezervoarem TGF-B,). Stépenim dekorinu se do tkané uvolfiuje ristovy
faktor a iniciuje dalsi procesy, které nemuseji pfimo souviset s extracelularni hmotou
(Imai et al., 1997).
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1.2.3.1. KOLAGENAZY

Pfi neutralnim pH $tépi kolagenazy nativni Sroubovici kolagenu bez predchozi
denaturace molekuly. Tim se lisi od ostatnich MMP. Patfi sem MMP-1, -8 -13. Rozstépi
a fetézec intersticidlniho kolagenu (typu LILIII) na 2 specifické ¢asti, ¥4 a % fragment,
v misté molekuly, ktera ma uvolnénou trojSroubovici (chybi zde hydroxyproliny a je zde
vice hydrofobnich skupin): u a4 fetézce kolagenu typu | je to sekvence Gly’"*/lle”’®, u o
fetézce kolagenu typu | je to Gly’”°/Leu’® (Netzel-Arnett et al., 1991, Prockop and
Kivirikko, 1995). Enzymy z této skupiny se podstatné li§i svou substratovou specifitou,
napf. neutrofilova kolagenaza (MMP-8) upfednosthuje typ |, zatimco intersticialni
kolagenaza (MMP-1) kolagen typu Ill. MMP-3 sice vaze kolagen typu I, ale jeho
trojSroubovici nestépi (Allan et al., 1991, Murphy et al., 1992, Aimes and Quigley, 1995).
MMP-13 §tépi kolagen typu | a lll, ale pomaleji nez typ Il (Knauper et al., 1996).

Kolagenazy vykazuji 2 odliSne aktivity — katalytickou a substrat vazebnou. De
Souza aj. (De Souza et al., 1996) se domnivaji, Ze na prolin bohata ,hinge-doména*“
intersticialni kolagenazy vytvafi kolagenu podobnou konformaci. S touto doménou je
enzym schopen rozrusit kvartérni strukturu kolagenni trojSroubovice. Obé podobné
struktury kolagenu i kolagenazy spolu interaguji za tvorby tzv. prolinového zipu (proline
zipper). Tento destabilizujici krok urCuje dalSi Stépeni. Katalytickd doména (po této
destabilizaci struktury ) stépi jen jedno vlakno kolagenové trojSroubovice v rozvolnéne
strukture. Po tomto rozstépeni se dalSiho stépeni mohou ucastni i jineé MMP. Uréity
vyznam zde ma i hemopexinu podobna doména. Stabilizuje nepfimo prokolagenu
podobnou doménu kolagenazy. Jinou moznosti je, ze tato doména zajiStuje nefunkéni
vazbu substratu a teprve ,hinge-doména“ zajisti spravné nasmeérovani substratu pfed
jeho stépenim' (Murphy and Knauper, 1997, Chung et al., 2000). Membranové vazané
MMP (MT-MMP) vykazuji zhruba stejnou substratovou specifitu jako analogické volne
MMP. Stépi pifedevsim kolagen, jsou vSak schopny $tépit i jiné substraty. Lisi se
i v aktivit¢ (napf. MMP-14 je 5-7krat méné ucinnéjsi pfi Stépeni hydrolyzovaneho
kolagenu typu | nez analogickd MMP-1, ale naopak vykazuje 8krat vySsi zelatinolytickou
aktivitu nez MMP-1 (Ohuchi et al, 1997)). MT4-MMP $tépi Zelatinu a synteticke
substraty,ale ke kolagenu typu | a IV, fibronektinu ¢&i lamininu je intaktni (Wang et al.,
1999). Jiné jsou schopny §tépit proMMP a tim je aktivovat (podrobnéji viz aktivace
a inhibice MMP).
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1.2.3.2. ZELATINAZY

Do této kategorie patfi MMP-2 a MMP-9. Zelatinazy §tépi predevéim denaturovany
kolagen a intaktni kolagen typu IV v bazalnich membranach. Jsou v8ak schopné $tépit
I nedenaturované kolageny typu V, VII, X | XIV, fibronektin, agrekan a elastin. V pfipadé
MMP-2 se dokonce uvazovalo, Ze je schopna $tépit nativni kolagen typu | (Aimes and
Quigley, 1995), dalSi studie vS8ak ukazaly, Zze se pouze vaze na intaktni kolagen, aby bylo
zabranéno jeji autolytické inaktivaci (Ellerbroek et al., 2001). MMP-9 kromé Zelatiny
a jinych forem denaturovaného kolagenu stépi celou fadu jinych fyziologickych substratil
(Senior et al., 1991, Gijbels et al., 1993, Franchini et al., 1998, Belaaouaj et al., 2000, Liu
et al., 2000b). Prestoze stale nejsou plné poznany Stépené sekvence, hlavni, ktera byla
Stépena vétsinou MMP (nejen MMP-9), obsahovala motiv Pro-X-X-Hy-(Ser/Thr), kde X je
jakykoliv aminokyselinovy zbytek a Hy je hydrofébni aminokyselinovy zbytek v pozici P
az P,-. Jina skupina obsahovala motiv Gly-Leu-(Lys/Arg) v pozici mezi Py a P,-. Posledni
skupina substrati obsahovala argininové zbytky jak v P4 tak v P,. tyto substraty

jednoznacné preferovala MMP-9 (Kridel et al., 2001).

1.2.3.3. STROMELYSINY

Stromelysiny maji relativné Sirokou substratovou specifitu, Stépi prfedevsim
nekolagenni proteiny ECM (proteoglykany, glykoproteiny, fibronektin a laminin). Kolagen

typu IV je Stépen stromelysinem v globularni nikoliv vdak v helikalni konformaci.

1.2.3.4. MAKROFAGOVA ELASTAZA A OSTATNIi MMP

Do této kategorie patfi MMP, které $tépi i jiné molekuly. Makrofagova elastaza
(MMP-12) se o svoji schopnost §tépit elastin déli jen s nékolika malo MMP (zelatinazy
a matrilysin). Dovede v8ak $tépit i fibronektin, laminin, kolagen bazalnich membran,
entaktin, chondroitinsulfat a jiné (Gronski et al., 1997). To umozhuje makrofagim
penentrovat bazalni membrany a tak nasledné remodelovat zanétem postizenou tkan.
Bazalni membrany v§ak degraduje i MMP-19 (Stracke et al., 2000). Slozky skloviny,
pfedev8im majoritni emalogenin, specificky degraduje MMP-20 (Stracke et al., 2000).
Mnohé MMP (MMP-3, MMP-13 a MMP-8, MT1-MMP) $tépi in vitro vazbu agrekanu IGD?

v pozici Asn**'-Phe®*? (Buttner et al., 1998).

® |GD=usek lidského agrekanu obsahujici globularni doménu G1 a G2
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1.2.4 AKTIVACE A INHIBICE MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ

Regulace aktivity MMP je komplexni proces. Zahrnuje rlizné urovné aktivace
latentnich MMP, inhibici, sekreci molekuly enzymu az po regulaci transkripce genu i
inhibici aktivity MMP tkanovymi inhibitory metaloproteinaz (TIMP). Selektivni exprese
genl pro tkanové specifické MMP a jejich inducibilita biologicky aktivnimi molekulami
(ristové faktory, cytokiny, onkogeny, tumorové promotery) je v souéasné dobé studovana
na fadé pracovist.

1.2.4.1. REGULACE NIMP NA UROVNI GENOVE EXPRESE

Vétsina gend pro MMP je inducibilni. Kromé biologicky aktivnich molekul je mozno
geny indukovat i rlznymi chemickymi latkami, napf. estery formolu (Auble and
Brinckerhoff, 1991). Expresi genl je mozno potladit nékterymi supresivnimi faktory
(TGF-B, glukokortikoidy, kyselina retinova) (Wada et al.,, 1998, Duivenvoorden et al,,
1999). Geny pro MMP jsou exprimovany jen tehdy, pokud je tkan, at uz za fyziologickych
nebo patologickych podminek, remodelovana. Vyjimkou je exprese MMP-2. Regulace se
uskute€niuje na Grovni aktivace a inhibice enzymové aktivity (Nagase et al., 1992).
Promotory pro vétsinu MMP gent zahrnuji shodny AP-1 element v pozici —=70 a jednu
nebo dvé kopie PEA-3 elementu v pozici mezi —140 a —200. Prvni reaguje s Fos a Jun
protoonkogenovou rodinou, element PEA-3 s Ets rodinou transkripénich faktord. Mutaéni
analyzy ukazaly, Zze AP-1 Usek samothy nebo v kombinaci s PEA-3 reguluje zakladni
stupné a inducibilitu téchto genl pomoci riznych molekul. Transkripéni faktory, ktere
rozpoznavaji tato mista, jsou jiz zminéné protoonkogeny v konformaci cis (cis-elementy).
Napf. stromelysin—-1-PDGF responzivni element (SPRE), jeden ztéchto transkripcnich
faktor(l, rozpoznava misto —1573 na genu pro MMP-3, ale byl identifikovan i na jinych
promotorech genti MMP, ziejmé se proto obecné uplatiiuje v regulaci exprese MMP genl
(Ye, 2000). Pfirozené sekvencni variace promotord MMP genl mohou rizné modifikovat
expresi gent MMP u riznych organizml. Kromé promatord je mozno geny indukovat pres
riizné signalni drahy. Zanétlivé cytokiny nepfimo ovliviiuji expresi genti pro MMP, TNF-a
a IL-1 spousti ceramidovou signaini drahu. Ceramid dependentni exprese MMP-1
v lidském koznim fibroblastu je ovliviiovana tfemi odliSnymi MAP kinazovymi drahami:
ERK1/2, stresem aktivovanou proteinovou kinazou (SAPK)/JNK a p38 (Spiegel et al,,
1996, Korzus et al., 1997, Reunanen et al., 1998). Inducibilnim faktorem je i ultrafialové

zafeni B, které zvy3uje expresi MMP-1, MMP-3 a MMP-9 u lidskych dermalnich
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fibroblast, stresem se aktivuji proteinové kinazy JNK-2 pres reaktivni volné radikaly a
pfes peroxidaci lipida (Fisher et al., 1996, Brenneisen et al., 1998). Expresi genl
ovliviiuje take interakce typli ECM-burika a bunka-burika. Prikladem muzZe byt
glykoprotein EMMPRIN?, ktery byl poprvé identifikovan na povrchu lidskych tumorovych
bunék, stimuluje lidské fibroblasty k produkci MMP-1, -2 a -3 a zvySuje expresi mMRNA
MMP-1; tento stimula¢ni efekt vyZzaduje aktivitu p38 (Biswas et al., 1995) (Lim et al.,
1998). Syntézu MMP & EMMPRIN je moZno ovlivnit i zménénou hemodynamickou zatézi
(Li et al., 2000a). Exprese MMP-9 je indukovana interakci asf+ integrin-fibronektin béhem
diferenciace mikrofagli (Xie et al., 1998). Exprese MT1-MMP je vyvolana burikami
endotelu, fibroblasty i neoplastickymi bufkami pfes interakci a,p¢ integrinem (Seltzer et
al., 1994).

1.2.4.2. REGULACE ENZYMOVE AKTIVITY MMP MECHANIZMEM CYSTEINOVEHO SEPNUTI

MMP jsou vylu€ovany z bunky jako zymogeny. V eXt_raceIu|érnim prostoru je urcita
zasoba neaktivnich MMP, vé’lzénych na razné slozky ECM; v pfipadé potieby mohou byt
rychle aktivovany. MMP-2 se vaze na struktury ECM obsahujici elastin, MMP-3 na bazalni
membrany a pfilezitostné na kolagenni fibrily a MMP-13 na proteoglykany, kolagen
a elastin (Lijnen' et al.,, 1999). Forma ,skladovani“ v latentni formé& neni univerzalné
stejna pro vSechny MMP. Napi. MMP-8 je skladovana ve specifi'ckych granulich, zatimco
MMP-1 a MMP-3 jsou konstitutivné produkovany cinnosti cytokini a zanétlivych
mediatort (Borkakoti, 2000).

Po odstépeni propeptidu se ze zymogeni MMP stavaji aktivni enzymy. Propeptid
obsahuje velmi konzervativni sekvenci PRCG[V/N]PD, ktera udrzuje enzym v latentni
formé tim, Ze cysteinovy zbytek tohoto propeptidu svira zine¢naty kation v katalytickem
misté enzymu. Motiv PRCG[V/N]PD je obvykle nalézan v propeptidech matrixin(, ale —SH
skupina této sekvence se vyskytuje jen v nativnich propeptidech. ProMMP nereaguji
snadno s —SH reaktanty dokud Zn®* v proMMP neni odstranén néjakou chelatagni
molekulou (Springman et al., 1990, Van Wart and Birkedal-Hansen, 1990). SH cysteinova

skupina

* extracellular matrix metalloproteinase inducer
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Obrazek 7: Regulace enzymové aktivity MMP mechanizmem cysteinového sepnuti. Latky a d&je, které
zpUsobuji aktivaci katalytického zinku

v PRCGIV/N]PD interaguje se Zn?* v enzymatickém aktivnim misté. Tato interakce

[Zn?*-cystein] udrzuje zymogen inaktivni. Aktivace enzymu je vysvétlovana tzv.
mechanizmem cysteinového sepnuti (cystein switch) (Nagase and Woessner, 1999).
Klicovym krokem je disociace interakce zinek-cystein. Zinek pak interaguje s vodou.
Extracelularni aktivace enzymu zahrnuje 2 kroky. Prvni je iniciaéni §tépeni propeptidu
MMP proteazou, destabilizace propeptidovych vazebnych interakci a pferuseni
koordinacni vazby cysteinu a zine€natého kationtu, druhym krokem je finalni odstépeni
propeptidu, obvykle zajisténé néjakou jinou MMP. Vysledkem je maturovany enzym.
V mnoha pfipadech se MMP nemohou U¢&astnit reakce, dokud posledni ¢ast propepeptidu
neni odstranéna. U MT-MMP a stromelysinu-3 je aktivni misto enzymu vytvaieno pfimo
po piedchozi interakci 11 residui obsahujicich konsensus RXKR (kde X mulze byt

jakakoliv aminokyselina) s furinovou rodinou enzymi — s endopeptidazami asociovanymi
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s Golgiho aparatem. Intracelularni stépeni MT-MMP a stromelysinu-3 furinu podobnym
enzymem vede k pfimé expresi aktivhiho enzymu (Suzuki et al., 1997).

Existuji | alternativni cesty aktivace MMP. MT1-MMP je jako neaktivni zymogen
umistdn na membranach bunék. Zelatinaza A (MMP-2) a kolagenaza-3 mohou byt
aktivovany extracelularné na povrchu bunék aktivni membranové vazanou MMP, ktera
v tomto pfipadé spliuje funkci enzymu i membranového receptoru. Tento aktivaéni
proces vyzaduje aktivni MT1-MMP a vazbu TIMP-2 na MT1-MMP (Okada et al., 1990,
Strongin et al., 1995, Sato et al., 1996).

1.2.4.3. INHIBICE MMP PROSTREDNICTViIM TIMP

Tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinaz (TIMP) jsou hlavni endogenni
regulatory MMP ve tkani. Jsou to proteiny o velikosti 21 - 30 kDa (Obrazek 8). Byly
popsany 4 homologni molekuly oznacované jako TIMP-1, -2, -3, -4 (Tabulka 5). Vazou se
s MMP vpoméru 1:1, tvofi binarni nekovalentni komplexy s velmi vysokou

Kq (10°-1079). Blokuji tak vazebna mista pro §t&pené substraty (Murphy, 1995).

Tabulka 5: Nomenklatura, klasifikace a vlastnosti tkanovych inhibitorid matrixovych metaloproteinaz
(pfevzato z literatury (Kerrigan et al., 2000))

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Inhibice v&ech Inhibice v8ech | Inhibice MMP-1, "
N—— MMP vyjma MMP 2 3.9, -13a | nhibice MMP-1,
MMP-14 TNF -2,-3,-7a-9
konvertujiciho
- enzymu
Nejefektivnajsi inhibice MMP-1 MMP-2 a ? MMP-2 a MMP-7
MMP-9
Srovnani s jinymi MMP 2 x GCinngjsi 10 x U€innéjsi
Hmotnost (kDa) 28,5 21,0 21,0 22,0
Aminokyselinova 51 % s TIMP-2 a
| sekvencéni homologie 42 % s TIMP-2 27 % s TIMP-1 -
| bl rIMP-3
. s jinymi TIMP
i Glykosylace ano ne ano ne |
Lokalizace difuzibilni difuzibiini ECM vazany difuzibilni |
Genova lokalizace Xp11.23-11.4 1792.3-2.5 229q12.1-13.2 ?
Exprese inducibilni konstitutivni inducibilni ?
Hlavni tkané kost, ovaria placenta ledviny, mozek srdce
ProMMP-2,
Tvorba komplexi ProMMP-9 ProMMP-2, MT1-MMP. ?
MT1-MMP ECM
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TIMP-1 tvofi komplex pfednostné s MMP-9, zatimco TIMP-2 prednostné s MMP-2.
Krystalicka struktura komplexu budovana mezi TIMP-1 a katalytickou doménou MMP-3
byla jiz popsana: kritickd mista v celém procesu inhibice jsou lokalizovana kolem
disulfidické vazby v poloze Cys' a Cys’® (Springman et al., 1990). N-terminalni a-amino
skupina a karbonylova skupina na Cys' vazebné koordinuji katalyticky zinek. TIMPy tak
zabranuji autokatalytickemu Stépeni molekuly MMP vedoucim ke vzniku aktivni molekuly
(mechanizmus cysteinoveho sepnuti). TIMPy se v komplexech s jinymi molekulami
podileji na inhibici jiz aktivnich MMP, jak je to znamo u membranové vazanych MMP.
Katalytické mnozstvi MMP-3 vyrazné aktivuje proMMP-9 bez pfitomnosti TIMP-1, ale
nikoliv komplex [proMMP-9-TIMP-1] (Kolkenbrock et al., 1991, Kolkenbrock et al., 1994).
Pokud je vytvoien ternarni komplex [proMMP-9-TIMP-1-MMP-3], interakce mezi
proMMP-9 a TIMP-1 slabne a ¢aste¢né disociuje na volné proMMP-9 a komplex [TIMP-1-
MMP-3]. K aktivaci proMMP-9, ktera je inhibovana pomoci TIMP-1, je tedy potfeba vyssi
koncentrace MMP-3, TIMP-1 v8ak musi byt saturovan jinym matrixinem (Ogata et al,,
2001). To vysvétluje, jak je naruSeni inhibice MMP zprostiedkovana TIMPy. Exprese
TIMP-1 a TIMP-2 je odlisné regulovana cytokiny (TNF-o), které mohou modifikovat
expresi TIMP-1 pfes indukci jadernych transkrip&nich faktori.Exprese TIMP-2 stimulaci
cytokiny neprobiha (Ries and Petrides, 1995, Fabunmi et al., 1996).

TIMP-3 byl zjistén v myokardu mySiho embrya, podili se pravdépodobné na
embryonalni remodelaci ECM a vyvoji srdce (Apte et al., 1994). LiSi se od ostatnich
TIMPU tim, Ze je pfimo vazan na komponenty ECM (TIMP-1 a TIMP-2 jsou volné
difuzibilni v intersticialnim prostoru). TIMP-3 proto Iépe moduluje aktivitu MMP nez ostatni
TIMPy (Anand-Apte et al, 1996). TIMP-4 byl detekovan v nizkych koncentracich
v ledvinach a tlustém stievé, chybi v plicich, jatrech a mozku. Naproti tomu vysoka
exprese TIMP-4 byia zjisténa v srdci (Tummalapalli et al., 2001). TIMPy vykazuji i jiné
biologické funkce. TIMP-1 a TIMP-2 maji mitogenni aktivitu v riznych typech bunék,
TIMP-2 ovliviiuje i interakci (adhezi) mezi substraty a bunkou (Hayakawa et al., 1992,
Hayakawa et al., 1994). Nadprodukce TIMPU brzdi rist tumorovych bunék. Pokles
koncentrace TIMPU( v remodelaénich procesech béhem hojeni poskozené tkané zvysuje
kolagenolytickou aktivitu, stejné jako snizeni koncentrace TIMPU umozZiuje tumorovym
burikdm narusit mimobuné&nou okolni hmotu a migrovat tak do sousednich tkani. Je

proto jasné, Ze regulace rovnovahy mezi kolagenazami a jejich inhibitory je nezbytna pro
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remodelaci tkané, jeji naruseni muze vyznamné zmeénit funkéni charakteristiky tkané
(Ponton et al., 1991).

Obrazek 8: Struktura TIMP-1

1.2.5 MATRIXOVE METALOPROTEINAZY A ONEMOCNENiI MYOKARDU

1.2.5.1. STRUKTURA A FUNKCE ECM MYOKARDU

Srdecni tkan se sklada ze dvou zakladnich slozek — bunééné a mimobunééné. Dvé
tfetiny celkového objemu tkané nalezi myocytim, jednu tfetinu bunééné hmoty zaujimaji
jiné buriky - fibroblasty, endotelové buriky, dal§i bufiky a nebuné&éné slozky - tkafiovy mok
a extracelularni matrix. Patologické zmény jsou na molekulové urovni charakterizovany
zménou kvalitativniho a kvantitativniho slozeni ECM i sloZzeni myocytd. Ty jsou
vysledkem remodelace tkané, tedy i zménéné syntézy, degradace, maturace
a inkorporace jednotlivych slozek ECM, které tvofi velmi organizovanou strukturu s funkci
nejen strukturni, ale i regulaéni a komunikaéni (Weber et al., 1994, Maisch, 1996, Tyagi,
1997). Pomaly metabolicky obrat extracelularni hmoty je charakteristicky pro zdravou
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srdec¢ni tkan: syntéza a degradace jsou v dynamické rovnovaze. Strukturni patefi ECM
myokardu je fibrilarni kolagenni sit' tvofena predevsim kolageny typu | a lll, které jsou
extrémné rigidni vici proteolytickému Stépeni. ECM myokardu vSak obsahuje i slozky
zastoupené v mensim mnozstvi, které propojuji jednotlivé komponenty, komunikuji
s myocyty, moduluji transport a organizaci ECM &i jednotlivych slozek, ovliviiuji bunéénou
signalizaci. Vedle rliznych minoritnich kolagend (kolagen typu IV, V, VI, VII, VI, IX, X,
XV, XVII a jiné) (Pelouch et al., 1993a, Kivirikko et al., 1995, Schacherer et al., 1999,
Eklund et al., 2001) je to cela fada glykoprotein(l, glykosaminoglykan( (heparansulfat a
chondroitinsulfat), mikrofibrilarni proteiny (fibrilin a fibulin), laminin, fibronektin, elastin,
integriny, tenasciny a jiné (Weber et al., 1994, Jones and Jones, 2000, Ross and Borg,
2001).

Remodelace myokardu v riuznych patologickych situacich je charakterizovana
nékolika odliSnymi procesy prestavby srdeéni tkané. Prvni proces, charakteristicky pro
infarkt myokardu, je velmi podobny hojeni jakékoliv poSkozené tkané. Probiha po
predchozim ischemickém poskozeni plvodni tkané, pak nasleduji reparacni procesy,
které odstrani nekrotickou tkan a nahradi ji novou. Druhy proces je vysledkem
dlouhodobé reakce srdecni tkdné na objemové nebo tlakové zatizeni. Prestavba tkané
tak umozfiuje udrzovat funkci srdce i pfi zménénych tlakovych a objemovych
podminkach. Je to kvalitativni a kvantitativni pfeména komponent ECM. Jindy dochazi
naopak diky zvy$ené aktivité enzymu k degradaci ECM a jejimu Ubytku, vysledkem je

vzdy myokard s abnormalni strukturou ECM.

1.2.5.2. ULOHA MMP V ISCHEMICKE SRDEGNi TKANI

Vlivem proteolytického a redoxniho inzultu v akutni ischemické fazi dochazi
k aktivaci MMP, které rozruSuji ECM v misté ischemického poskozeni. Méni se
i koncentrace TIMP. Pozdéji jsou koncentrace inhibitord MMP snizeny, a tak slozky ECM
nadale degradovany. To vede k dilataci a pfipadné systolickému selhavani. V mistech
vzdalenych od infarktového loZiska syntéza ECM pokracuje, to vede k fibroze a pfipadné
diastolickému selhani. Strukturalni remodelace tkané po infarktu myokardu mlze vést ke
vzniku hypertrofie a rozpinani tkane, to je doprovazeno vznikem fibrézy v neinfarktové
Casti srdce a vznikem dilatace v infarktové Casti, to v8e vede k vyslednému srdeénimu
selhani (Tyagi et al., 1996a, Kukacka et al., 2005).
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Po infarktu myokardu je MMP-1 vsrdecni tkani aktivovana proteinazami
zanétlivych bunék, zaroven dochazi i k vyrazné redukci mnozstvi pfritomnych TIMPG
(Tyagi et al.,, 1983b). V ischemické levé komofe u krys byla zji§téna zvySena
kolagenolyticka aktivita jiz 2 dny po podvazu koronarni artérie, maxima bylo dosazeno po
7 dnech, pak byl jiz pozorovan pokles aktivity MMP-1 a paraleini narlst aktivity MMP-2 a
MMP-9. Vzrist exprese mMRNA MMP-1 nebyl detekovan dfive neZ po 7 dnech podvazu
koronarni cévy. Transkripce TIMP mRNA je pozorovana jiz po 6 hodinach, maxima je
dosazeno po 2 dnech infarktu. Posttranslaéni aktivace latentni MMP-1 je v procesu hojeni
postizené tkané myokardu dulezitéj§i nez transkripce pfislusné mRNA pro MMP-1.
Transkripce MMP-1 nastava az po vycCerpani celeho mnozstvi latentniho enzymu.
Syntéza TIMP mRNA je regulovana aktivaci matrixovych metaloproteinaz. Rovnovaha
mezi aktivaci kolagenazy a inhibici TIMP urCuje stupen kolagenolyzy v infarktované tkani
(Cleutjiens et al.,, 1995). MMP-1 neni tedy enzym, ktery je plné zodpovédny
za odbouravani kolagenu v ischemickém myokardu. Zde se proto uplatnuji jiné enzymy
ze skupiny cysteinovych proteaz (napf. plazmin) nebo lysozomalni cysteinové proteazy
(napf. katepsin G) (Cleutjens et al., 1996). Oddalena reperfuze méni aktivitu MMP
v infarktickém loZisku krysiho srdce, sniZzuje se aktivita MMP-1 a MMP-2 (0 50 % a 0 60 %
po 7 dnech) a MMP-9 (az o0 84 % po 48 hodinach) (Carlyle et al., 1997). Naopak skrze
iniciované zanétlivé procesy v cCasné reperfuzi dochazi k sekreci €asti aktivni MMP-9
infiltrujicimi neutrofily. Ta je zifejmé aktivaéni proteazou dalSich MMP a proces prestavby
infarktického loziska ma odlisny mechanizmus. Naopak potlageni zanétlivého procesu je
spojeno se zvySenym rizikem vzniku komorovych aneuryzmat, srdeCnich ruptur a smrti
(Lindsey et al., 2001). Uvolhovani MMP-2 béhem reperfuze po ischemii pfispiva k srdeéni
mechanické dysfunkci. Specificka inhibice MMP by mohla byt novou strategii pfi IéCeni
ischemicko-reperfuzniho podkozeni (Cheung et al, 2000). Napfi. podavanim
Sirokospektrého inhibitoru MMP (CP-471,-474) u myS$i bylo takto docileno zamezeni
c¢asného zvétSeni levé komory po experimentalné vyvolaném infarktu myokardu (Rohde
etal., 1999).
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1.2.5.3. FUNKCE MNIP v REMODELACI HYPERTROFICKE SRDECNiI TKANE

Dlouhodobé tlakove Ci objemové pretizeni srdeéniho svalu vede k hypertrofii a
nasledné remodelaci srde¢ni tkané. Myocyty hypertrofuji a paralelné dochazi k akumulaci
ECM, vysledkem miize byt diastolické srdeéni selhani. U spontanné hypertenznich krys
pfi srdeénim selhani dochazi ke vzristu aktivity MMP (napf. MMP-2, -9). Nékteré studie
ukézaly, ze i celkova aktivita MMP u pacientl v posledni fazi kardiomyopatii je zvySena
(Gunja-Smith et al., 1996, Li et al., 1998, Thomas et al., 1998). V selhavajicim lidském
srdci dochazi kvyrazne selektivni redukci exprese tkanovych inhibitordt MMP
a k nezavislému narGstu zelatinolytické aktivity prezentované aktivitou MMP-9 (Li et al.,
1998). U nékterych hypertrofickych kardiomyopatii byl zji§tén narlst koncentrace
tkanovych inhibitorl az 100krat vy$8i vzhledem ke kontrolam (Tyagi, 1998), to poukazuje
na vyjimeéné postaveni TIMPU v procesu remodelace tkané. Je znamo, Ze TGF-B
indukuje expresi kolagent a TIMPUQ, ale naopak redukuje MMP. Pfesto jsou b&hem
hypertrofické remodelace profibrotické komponenty zvySeny. To vede k rozvoiji
kardiovaskularni fibrézy a diastolické dysfunkce (Tyagi et al., 1996b). V experimentalné
vyvolané fibréze myokardu pfi hypertenzi u krys byl zjiStén nardst aktivity MMP-2 az po 2

meésicich, zatimco aktivita pro MMP-1 se nezménila (Robert et al., 1997).

1.2.5.4. NMP ADILATACNi KARDIOMYOPATIE

Pri dilatacnich kardiomyopatiich (DCM) dochazi ke slabnuti komorové stény,
myocyty jsou hypertrofované a v ECM vznikaji trhliny. Vysledkem je systolické srdecni
selhani. Na modelu DCM u kfecka bylo demonstrovano, Ze aktivita MMP vzrostla po 180
dnech a setrvavala zvySena jesté po 310 dnech. Tato zvySena aktivita MMP byla spojena
s redukci exprese TIMPO (Tyagi et al., 1996c). Podobné i u lidi s DCM je MMP-1
specificky a diferencované indukovana a produkce TIMPU potladena. Jsou dva mozné
vyklady: je to bud mutace propeptidové casti MMP-1, ktera vede k produkci jiZz aktivni
MMP-1 bez potieby postranslaéni aktivace, nebo je to dramatické sniZeni pritomnosti
tkanovych inhibitord MMP, které je spojeno s pfedchozi mutaci gend pro TIMPy (Tyagi et
al., 1998). Kromé MMP-1 dochazi i ke zvySeni aktivity MMP-3 a MMP-9. ZvySena aktivita

MMP-3 byla detekovana v procesech spojenych s dilataci levé komory jak u zvirat tak
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u lidi (Spinale et al.,, 1998, Thomas et al., 1998). U prasat s méstnavym srdeénim
selhanim byla aktivita MMP-1 v levé komore vyssi az o 319 % oproti zdravym, zvySena
byla i aktivita MMP-2 (0 194 %) a MMP-3 (o0 493 %) (Coker et al., 1998). V procesu
dilatace se také uplatiuje redukce pfi€névazebnych elementli (cross-link) mezi
kolagennimi fibrilami. Nové vytvaifeny kolagen neni propojovan cross-linky. Vytvareji se
kolagenni depozita, ktera podléhaji zvySenému obratu matrix jako dlisledek zvysené
aktivity MMP v procesu dilatace srde&ni tkané. Zajimavym zjisténim bylo, ze v lidské
srdecni tkani u DCM byla nalezena vy$si aktivita neutrofilové kolagenazy (MMP-8), ktera
vSak nepochazela z neutrofilli, ale z jinych bunék, zfejmé ze samotnych myocytli (Gunja-
Smith et al., 1996). Na degradaci fibrilarniho kolagenu se podili i MMP-13, jeji zvySena
aktivita v myokardu byla nalezena u 13 mésicl starych hypertenznich krys s progresivnim
levostrannym srde¢nim selhanim (Peterson et al., 2001). U krys se symptomatickym
méstnavym srdeénim selhanim dochazelo k signifikantnimu vzristu aktivity MMP. V tomto
experimentu bylo dale prokazano, ze k ventrikularni dilataci mGze dochazet i presto, ze
syntéza kolagenu vyrazné prevySuje jeho degradaci. Je zfejmé, Ze koncentrace
celkového kolagenu neni zodpovédna za proces ventrikularni kompliance, vyznamnou
roli v8ak hraje pokles interakce kolagenu s integrinovymi receptory, zménéné pri¢né
vazebné propojovani kolagenl nebo vnitini zmény v architektufe kardiomyocytll (Brower
and Janicki, 2001).

1.2.5.5. SYNTETICKE INHIBITORY MMP A MOZNOSTI TERAPIE KARDIOMYOPATIi

V poslednich letech je soustiedéno velké usili o vyvoj u€inneho specifickeho inhibitoru
MMP. Idea terapie nékterych onemocnéni pomoci inhibice MMP vzeSla pfedevSim
z oblasti nadorovych onemocnéni. Novotvary produkuji ohromné mnozstvi destruktivnich
MMP, které rozruduji okolni zdravou tkan a zajistuji tak nekontrolovatelny rist nadoru
(Stetler-Stevenson and Yu, 2001, Fingleton, 2007). Je opravnéné se domnivat, ze
inhibice MMP muaze mit i uplatnéni pfi onemocnéni kardiovaskularniho systému. V 70.
letech byly objeveny prvni syntetické inhibitory MMP, desitky z nich byly pouZity v riiznych
experimentalnich modelech, ale jen zhruba 56 z nich bylo oznageno za vhodné kandidaty
pro dalsi klinické testy. Hlavnimi oblastmi jejich terapeutické indikace byly nadorova

onemocnéni (24 inhibitor(l) a artritida (27 inhibitorl). 10 inhibitori bylo vybrano pro
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kardiovaskularni onemocnéni (Tabulka 6). U 46 inhibitord byly zrlznych ddvodu
preruseny klinické zkous$ky, 7 ostatnich stale zlstava ve fazi klinickych testd a pouze
jediny inhibitor byl uspésné zaregistrovan jako |ék proti onemocnénim periodontu
(Periostat®). Jednim z hlavnich dGvodd, pro¢ inhibitory MMP selhavaji v klinickych
testech, je neadekvatni stanoveni terapeutického indexu (Peterson, 2006).

Syntetické inhibitory MMP je mozno podle chemického charakteru rozdélit do 4
vyznamnych skupin: a) peptidomimetické b) nepeptidomimeticke c) derivaty tetracyklin(

d) bifosfonaty. Struktury nékterych z nich jsou uvedeny na obrazku (Obrazek 9).

Tabulka 6: Pfehled syntetickych inhibitord MMP s kardiovaskularnimi indikacemi (upraveno podle
J.T. Petersona, 2006)

Nazev produktu

nebo slouéeniny

Tvurceldrzitel licence

Indikace

PD166793 Pfizer (Parke-Davis) Systolické srdedni selhani

CP-471474 Pfizer Postischemicka remodelace myokardu
RS-11-3456 Roche Aortalni aneuryzma a artritida

Batimastat British Biotech Restenoza stentl (studie BRILLIANT-EU)
RS-132908 Roche Systolickeé srde¢ni selhani

PG-166800 Procter and Gamble Postischemicka remodelace myokardu (studie

PREMIER)

' MT1-MMP inhibitory

3-D Pharmaceuticals

Resten6za a aterosklerdéza

L
| KB-R-7785

Kaneboo Srdecni hypertrofie z tlakového pretizeni a
‘ dekompenzace vedouci k systolickému selhani srdce
| Nephrostat CMT CollaGenex Aortalni aneuryzma
FDoxycyklin Washington University | Aortaini aneuryzma

TPeriostatWDoxycyklin

MIDAS Study Group

Akutni koronarni syndrom (studie MIDAS)

Kromé zde popisovanych syntetickych inhibitorl existuje cela fada pfirodnich latek,

které ucinkuji jako inhibitory MMP. Patfi sem napriklad tetracykliny, pyknidion, neovastat,
squalamin, genistein, nobiletin, myricetin, kurkumim, xanthorizol, theaflavin, resveratrol,
aktinonin, BE-166278 (banyu), matlystatin B, nikotinamid, kyselina betulinova, kyselina
glycyretinova, rifampicin, derivaty katechinti a fada derivatd futoenonu. Neni zcela jasné,
jak tyto pfirodni latky interaguji s molekulou MMP. Pravdépodobné pfitomnost kruhové
usporadanych hydroxylovych nebo karbonylovych skupin v jejich molekulach je schopna

chelatovat zinek v aktivnim misté enzymu (Verma and Hansch, 2007).
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1.2.5.5.1. PEPTIDOMIMETICKE INHIBITORY MMP

Prvni syntetické inhibitory MMP (peptidomimetické) byly vyvinuty na zakladé
znalosti sekvence mista $tépeni kolagenni molekuly pomoci MMP-1. Tyto inhibitory
obsahuji chelatacni skupinu vazici zinek v aktivnhim misté MMP. Takovy je inhibitor BB-94
(batimastat) (Botos et al., 1996), ktery inhibuje pravou ¢ast stépiciho mista. Ty, které byly
navrzeny ze znalosti sekvence levé Casti Stépiciho mista MMP, jsou slabsi (Whittaker et
al., 2001). Pro udrzeni konstantni struktury téchto inhibitorl byla zvolena tzv.
hydroxamatova struktura. Hydroxamat slouzi jako ucinny ligand zine¢natého kationtu
v aktivnim misté MMP, a to v8emi svymi kysliky v optimalni vzdalenosti a dusikem, ktery
je protonovan a tvofi vodikové vazby s karbonylovym kyslikem enzymové patefe.
Modifikace postranniho fetézce hydroxamatu (napf. sukcinatem) zvysila inhibicni
efektivitu téchto sloucenin. Skupina téchto inhibitorl (napf. BB-94 nebo BB-1101) ma
sirokou substratovou specifitu. Dale bylo snahou vyvinout slou¢eninu, ktera by inhibovala
zaroven pravou &ast aktivnino mista i levou ¢ast aktivniho mista enzymu (napf. SE205)
(Xue et al., 1998).

Peptidomimetické inhibitory se staly ziejmé nejpouzivanéjSim nastrojem inhibice
MMP v experimentalni kardiologii. Poddvani batimastatu ovlivnilo proteinovou remodelaci
myokardu pfi dlouhodobé expozici potkana chronické hypoxii (3 tydny). Kromé zmén
v proteinovém sloZeni tkané doslo i k redukci aktivity nékterych MMP a jejich proenzymd
(Kukacka et al.,, 2000). Podobné vysledky popisuji i jini autofi. Redukce exprese
kolagen(i, zvySeni podilu nerozpustnych kolagenli a proporce nedenaturovanych
kolagennich proteinli k celkovému rozpustnému kolagenu. Batimastat zabraroval dale
rozvoji hypertrofie myokardu a diastolickym dysfunkcim u mladych transgennich mysi se
zvysenou expresi TNF-a (omezenou na myokard) a takto vyvolanym srdecnim selthanim
(Liet al., 2002).

1.2.5.5.2. NEPEPTIDOMIMETICKE INHIBITORY MMP

Do skupiny nepeptidomimetickych inhibitori patfi napf. N-sulfonyl aminokyselinové
hydroxamaty, které byly pfipraveny pro oralni podavani, patfi sem napf. CGS27023A
nebo AG3340. Maji Siroké inhibicni spektrum. Jsou to i nedavno vyvinute

arylhydroxymatové slouceniny, u nichz se zatim testuji pfipadneé mutagenni U€inky.
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Jinymi nehydroxamatovymi alternativami syntetickych inhibitord jsou karboxylové kyseliny
a thiolove slou€eniny schopné se vazat na vazebné misto pro zinek v katalytickém centru
MMP (Heath and Grochow, 2000). Takovym prikladem je BAY 12-9566, bifenylovy derivat
protizanétliveho Iéku fenbufen (Heath et al., 2001). Z karboxylatli je v experimentainich
studiich uspésné pouzivan inhibitor PD166793. Podavanim tohoto inhibitoru se podafilo
u prasat s méstnavym srde¢nim selhanim zmirnit dilataci a remodelaci levé komory
(Spinale et al., 1999). Stejny inhibitor zabranil peroxinitritem vyvolane ztraté srdeéni
mechanické funkce (Wang et al., 2002a). Selhavajici srdce u spontanné hypertenznich
krys lécenych pomoci PD166793 mélo redukovany objem levé komory v porovnani
s neleCenymi zvifaty a hodnota vrcholu +dP/dt byla porovnatelna s hodnotou
u kontrolnich zvifat (Peterson et al, 2001). Vjinem experimentu u spontanné
hypertenznich krys byla pouzita inhibice MMP pomoci PD166793 a zaroven ACE
inhibitor (quinapril). Oboji plsobeni inhibitortd redukovalo levokomorovou dilataci, udrzelo
systolickou funkci, normalizovalo expresi MMP/TIMP a redukovalo objem kolagenni
frakce (Li et al., 2000a). Thiolové skupiny, diky své schopnosti vazat zinek v aktivhim
misté&, jsou vhodné molekuly pro inkorporaci do molekul MMP inhibitor(i. Prestoze
skuteéna afinita ,jednozubych* thiolovych skupin je mensi nez ,dvouzubych* karboxylatl
nebo hydroxamat(, snadnéj$i rozpusténi a ionizace vyrovna jejich vyslednou inhibiéni
potenci (Hidalgo and Eckhardt, 2001b, Hidalgo and Eckhardt, 2001a).
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1.2.5.5.3. DERIVATY TETRACYKLINU

Nékteré latky ze skupiny antibiotik — napf. derivaty tetracyklinG (doxycyklin,
minocyklin a chemicky modifikovanych tetracyklint (CMT)) — inhibuji aktivitu i produkci
MMP. Inhibi¢ni ucinek je zajistén blokovanim jak aktivity enzymu chelataci zinku ve
vazebném misté tak interferaci s proteolytickou aktivaci proMMP; redukuje se
| exprese MMP (Golub et al.,, 1998). Zvlasté uginny je CMT-3 (metastat), ktery neni
toxicky a ma dlouhy polo€as eliminace (Hidalgo and Eckhardt, 2001a).

1.2.5.5.4. BIFOSFONATY

Bifosfonaty  jsou  synteticka analoga  pyrofosfatu s vysokou  afinitou
k hydroxyapatitovym krystalim kostni tkané&, zabranuji kostni resorpci. Jsou Uspésné
pouzivany kléecbé osteoporézy, ale i jinych kostnich onemocnéni. V IéCbé
kardiovaskularnich onemocnéni vsak jeSté nebyly pouzity. Mechanizmus jejich aéinku
vzhledem k MMP neni dostate¢né prostudovan. Méni produkci cytokinl, a tak
pravdépodobné inhibuji MMP (Rodan and Fleisch, 1996, Teronen et al., 1999, Ichinose et
al., 2000).

1.2.6 MATRIXOVE METALOPROTEINAZY A ATEROSKLEROZA

Vznik a rozvoj aterosklerozy je ovlivnén souhrou a interakci mnoha rozlicnych
faktor(i, které kromé jiz zminénych poruch metabolizmu lipidii zahrnuji zmény v expresi
ristovych faktortl, cytokinl a vasoregulacnich faktor(, které reguluji funkce bunék cév
v souvislosti se zmeénami vintimé cévy, extracelularni matrix, krevnich bunék
a slozek krevni plazmy. Zvlastni vyznam tu ma predevsim extracelularni matrix, ktera se
svymi jednotlivymi slozkami podili na mechanické opofe cevy a cévni stény, ale zaroven
ovliviuje i vlastnosti prilehlych bunék. DdaleZitou roli pak sehrava pfi vzniku
aterosklerotickych platu, jejich progresi a nasledném rozpadu. Zaroven se pfi téchto
procesech méni jejich koncentrace v krevnim fecisti, a proto se o nékterych z nich
uvazuje jako o vhodnych markerech rizika vzniku a rozvoje aterosklerozy (Katsuda and
Kaji, 2003).

Ukazalo se, Z2e samotné lipoproteiny moduluji expresi a aktivitu matrixovych

metaloproteinaz. Tak napfiklad oxidovany LDL zvySuje expresi MMP-1 endotelovych
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bunék, a protoze MMP-1 degraduje kolagen, mize oxidovany LDL timto mechanizmem
destabilizovat ateroskleroticky plat. Oxidovany, nikoliv nativni LDL, stimuluje také
produkci MMP-9 makrofagy a zaroven redukuje expresi TIMP-1 (Chait and Wight, 2000)
.Casna migrace a proliferace téchto bunék v médii cévy je spojena s vyssi expresi a
aktivitou MMP.

Jiny vyznamny vliv na rozvoj aterosklerotickych |€zi maji buriky zanétlivych
procesu, které interaguji s adhezivnimi molekulami exprimovanymi aktivovanym
endotelem. V téchto procesech infiltruji leukocyty vrstvu endotelu a spojuji se s bazalni
membranou po jejich adhezi. Posledni studie wukazaly, Zze pfi této infiltraci
a adhezi se uplathuji opét MMP, zvladté pak MMP-2 a MMP-9. Degradace endotelovych
bunék bazalni mebrany pomoci matrixovych metaloproteinaz béhem diapedézy
zanétlivych bunék pfispiva k poklesu obranné funkce endotelu a naslednému influxu
plazmatickych proteini véetné lipoproteint. Infiltrované burky interaguji s ECM,
oxidovanymi proteiny a samy navzajem mezi sebou. V8echny tyto interakce zpUsobuji
zvySenou produkci MMP makrofagy. Makrofagy jsou také schopny ovlivnit stimulaci
produkce MMP okolnimi bufkami, a to mechanizmem aktivujicim zymogeny MMP.
Zvysena aktivita MMP v rozvijejici se aterosklerotické lézi mize zjednodusit dalsi
strukturalni zmény a riist (Newby, 2005). Struény prehled MMP, které jsou produkovany
zanétlivymi bunkami v misté aterosklerotickych platd, jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 7).

Klinické projevy aterosklerézy jsou spojovany s patrnymi morfologickymi zménami
v postizenych artériich, jako stendza cévy omezujici tok s vyslednou klaudikaci nebo
stabilni anginou nebo aneuryzmalni dilatace vedouci k ruptuie cévy. Soucasneé pojeti
patogeneze aterosklerézy klade ddraz na objasnéni procesi souvisejicich s remodelaci
cévni stény, snazi se zodpovédét otazky, jak se muze oslabeni a destabilizace cévni
stény, vétSinou angiograficky nedetekovatelne, podilet na akutnim koronarnim syndromu.
V téchto souvislostech jsou studovany pravé MMP, jednak v misté postizené cévy a
jednak cirkulujici (Galis and Khatri, 2002).
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Tabulka 7: Buné&né zdroje matrixovych metaloproteinaz v aterosklerotickém platu

Systematické Trivialni nazev Bunééné zdroje enzymu v aterosklerotickém platu
oznaceni - —
MMP-1 kolagenaza 1 makrofagy, bunky hladkého svalu, bunky endotelu
MMP-8 kolagenaza 2 neutrofily, makrofagy, bunky hladkého svalu, buriky
endotelu
MMP-13 kolagenaza 3 makrofagy, burnky hladkého svalu, buriky endotelu
MMP-2 Zzelatinaza A bunky hladkého svalu, makrofagy, endotelové bunky, T
__lymfocyty
MMP-9 Zelatinaza B makrofagy, bunky hladkého svalu, endotelové bunky, T
__lymfocyty
MMP-3 stromelysin 1 makrofagy, buriky hladkého svalu
MMP-14 membranova MMP 1 bufiky hladkého svalu, buiiky endoteiu, makrofagy
MMP-7 matrylysin makrofagy
MMP-12 metaloelastaza makrofégy

1.2.6.1. VYUZITIi MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ V KLINICKO-BIOCHEMICKE DIAGNOSTICE
HYPERLIPIDEMIi A ATEROSKLEROZY

V klinické laboratorni diagnostice se zatim stanoveni matrixovych metaloproteinaz
nepouziva. MMP se studuji potencialni dobré markery nékterych tumorovych,
neurodegenerativnich, imunitnich a kardiovaskularnich onemocnéni. Jejich zavedeni do
klinicko-biochemické diagnostiky pfedev§im brani nedostatek standardizovanych
analytickych procedur véetné nevyjasnénych otazek tykajicich se povahy
vySetfovaného materialu (sérum nebo plazma), povahy mérené molekuly MMP (celkova
MMP, nekomplexovana MMP nebo proMMP?) a detekénich limiti zatim komercéné
dostupnych metod. V souCasné dobé& imunochemické metody vytlacuji enzymatické, ale
ty zaroven nejsou schopny rozli§it mezi zymogenem a aktivnim enzymem (Lombard et al.,
2005). Zda se, Ze v problematice MMP dochazi opét k navratu k metodam, které jsou
schopny urgit aktivitu enzymu. Ty je mozZno rozdélit na metody: |

e pouzZivajici proteiny (modifikované nebo nemodifikované)
e pouzivajici synteticke linearni peptidy a jejich derivaty

e pouzivajici syntetické ,mini-kolageny“.
PrestoZze existuje cela fada experimentalnich praci o uloze MMP v rozvoiji

aterosklerozy, v dostupné literatufe je zatim omezené mnozZstvi studii, které dokumentuji

vztah cirkulujicich MMP a rlznych poruch lipidového metabolizmu u ¢&lovéka. Bylo
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prokazano, ze plazmaticka koncentrace MMP-3 anebo MMP-9 jsou vyznamné vyssi
u vysoce rizikovych hyperlipidemickych pacient (s jednim nebo vice jinych rizikovych
kardiovaskularnich faktorl kromé& hyperlipidémie) v porovnani s normolipidemickymi
pacienty (Beaudeux et al., 2003). V prospektivni studii 1127 pacientld s prokazanou
chorobou koronarnich artérii byly nalezeny vy$si plazmatické hladiny MMP-9 u téch, ktefi
zemfeli, v porovnani s preziv§imi (Beaudeux et al., 2004). U pacientld s familiarni
hypercholesterolemii, ktefi nikdy nebyli [é€eni hypolipidemiky jsou vyrazné vys$s$i hladiny
cirkulujici MMP-9, a to jak u heterozygotli, tak homozygotli (El Messal et al., 2006).
Izolovana hypercholesterolemie per se je spojena s podobnymi zménami cirkulujicich
MMP a TIMP jako u symptomatické aterosklerézy. U 27 pacient(l byly hladiny cirkulujici
MMP-3 niz8i v porovnani s kontrolni skupinou. Koncentrace MMP-2 a MMP-9 se vSak

vyznamné nelisily (Malik et al., 2005).

1.2.7 MATRIXOVE METALOPROTEINAZY V KLINICKO-BIOCHEMICKE
DIAGNOSTICE KRANIOCEREBRALNIHO PORANENI

VétSina  kraniocerebralnich poranéni hlavy je zplUsobena kontaktnim
mechanizmem pii narazu pohybujiciho se pfredmétu do hlavy nebo pohybujici se hlavy
na pevny pfedmét (kontaktni mechanizmus) nebo mechanizmem akcelerace a
decelerace pfi prudkém pohybu hlavy (inercialni poranéni). Velmi Casto jsou postizeny
¢elni a spankové laloky difuznim axonalnim poranénim (DAI). Primarni poranéni hlavy
vznikaji jako vysledek plsobeni mechanickych sil vedoucich k deformaci mozkové tkané
v okamziku Urazu. Pfitom muze dojit k pfimému fokalnimu, multifokalnimu nebo difuznimu
poranéni cév, axoni, neuronll a glie. Sekundarni poskozeni vznikaji jako rozvijejici se
komplikace rliznych typG primarniho poranéni, kdy dochazi k bezprostiednimu selhani
intrakranialni cévni autoregulace (Imajo and Kazee, 1992, Vajtr et al., 2006). Vznika
ischemicko-hypoxické poskozeni, zdufeni mozku, projevi se nasledky zvySeneho
nitrolebniho tlaku, sekundarni hydrocefalus, infekce a sekundarni po$kozeni axond.
Koneénym vysledkem kraniocerebralniho poranéni je destrukce bunééné membrany se
traumatického apatického syndromu.

Béhem hemoragické cévni mozkové prihody se uvadi zvySena endogenni

produkce MMP-9. U diagnézy netirazového krvaceni do mozku je maximum produkce
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MMP-9 mezi 16. a 24. hodinou po vzniku krvaceni (Rosenberg, 1995). U ischemického
lokalniho inzultu se zvysuje aktivita MMP-9 produkovana bunkami hematoencefalické
bariery. MMP-9 aktivita byla pozorovana po 12 hodinach od hypoxického inzuiltu,
maximum bylo po 24 hodinach, perzistujici hladiny po dobu 5 dnl a k bazalnim hodnotam
se vraci po 15 dnech (Mun-Bryce and Rosenberg, 1998) . V zoné infarktu je aktivita
MMP-2 pfitomna v makrofazich, sérove hladiny MMP-2 jsou niz§i nez u MMP-9.
Hemoragicka transformace loziska ischemické ataky podle nékterych praci nema
souvislost s naputovanim neutrofilnich polymofronukleart do poskozeného loziska (Harris
et al., 2005). Po embolickém infarktu mozku zustavaji hladiny MMP-9 v séru
nékolikanasobné zvySené po 1. dni a zlstavaji elevované 12 dn(. Vys$si hladiny MMP-9

nachazime u pacientl 1é¢enych trombolyzou, stfedné vysoké u lé¢enych heparinem a

fw oy
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1.3. METALOTHIONEIN

Metalothionein ma mnoho biologickych funkci, mezi ty hlavni patfi 1) imunoregulaéni
2) neuroprotektivni 3) metaloregulaéni 4) detoxikacni (vychytavani volnych kyslikovych
radikalll, eliminace tézkych kovl z organizmu). Zajem o metalothionein v8ak vzrista také
diky tomu, Ze je to perspektivni onkomarker. Mnoho studii prokazalo, ze se MT vyskytuje
nebo Ze je jeho syntéza zvySena v normalnich proliferujicich bunkach, obnovujicich se
buiikdch a nadorovych burnkach. Byl prokazan pfimy vztah mezi expresi MT proteinu a
agresivnim neoplastickym rastem bunék. Diky své nukleofilité MT chrani buriky pred
cytotoxickym efektem elektrofilnich protinadorovych Ié€iv (Thirumoorthy et al., 2007).
Souc€asné studie poukazuji na to, Ze zvySena exprese MT v bunkach indukuje
antiapopticky efekt a nedostatek MT v bunikach s chybéjici syntézou MT zvySuje jejich
nachylnost k programované smrti poté, co jsou vystaveny plsobeni protinadorovych 1€kl
(Abdel-Mageed and Agrawal, 1997, Abdel-Mageed and Agrawal, 1998). MT hraje
dlleZitou roli v procesech detoxikace tézkych kov(; zaroven existuji prace dokazujici jeho
schopnost vychytavat reaktivni kyslikove radikaly, ¢asteéné i hydroxylove radikaly. Tyto
castice se normalné uvoliuji v pribéhu aerobnich procesll, ale stavaji se noxou
v situacich nerovnovahy endogennich antioxidantl. V téchto pfipadech pak pos$kozuji
DNA, indukuji peroxidaci lipidd, oxiduji enzymy atd. To v8e vede k destrukci buriky,
chromozomalnim aberacim a konec¢né k nadorovému bujeni (Janssen et al., 2002). MT
byl zafazen k potencialnim prognostickym markerim invazivnich duktalnich karcinomu
mamy, kGZe, cervixu a pankreatu (Thirumoorthy et al., 2007). Nepravidelny rUst bunék
zplsobeny zvy$enou bunéénou proliferaci nebo poruchou bunék uskutecnit apoptozu je
povazovan za hlavni faktor malignich procesl. Metalothioneiny maiji jistou dualni funkci.
Jednak ovliviuji rlist a preziti tumorovych bunék, protoze jsou to tzv. metaloregulatory
funkci v procesech bunéénych oprav, rlstu a diferenciace, a zarovei maji protektivni
funkci pfi oxidaénim stresu, tedy chrani buiiku pfed apoptézou, ktera je vyvolana generaci
volnych radikaldl v buiice. MT mlze byt indukovan celou fadou endogennich i exogennich
stimulQl, jako jsou glukokortikoidy, interferon, interleukin-1, progesteron, vitamin Ds,
endotoxiny a tézké kovy, ukladani kovovych ionti a hospodafeni s bunéCnym zinkem

(Tan et al., 1999). Vysoka exprese MT, tak jak to ukazaly nékteré studie, je pficinou
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chemorezistence v IeCbé mnoha typl nadorovych onemocnéni. Léky a jejich metabolity

jsou vychytavany MT dfive nez mohou plsobit v misté jejich uréeni (Kizek et al., 2004).

1.3.1 METALOTHIONEIN A CHRONICKE INTOXIKACE

MT je predevSim spojovan s toxikokinetikou a biochemii stopovych prvki, jako je
zinek, méd, selen nebo bizmut. Vyznamnou roli hraje v detoxikaci tézkych kovdu,
pfedevSim rtuti, olova a zvlasté pak kadmia (Nordberg and Nordberg, 2000). Vztah
kadmia a MT velmi dobfe vysvétluje, jak je tento kov vychytavan ze tkani a uc€inné
dopraven do ledvin, kde je z téla vylou¢en. Tento mechanizmus je podobny i pro jiné
kovy, které je nutno eliminovat z tkani a z lidského téla (Jarup, 2002). Je zajimavé a
dosud nevysvétlené, proc je protektivni efekt thioneinu nejvyssi pravé u kadmia a nikoliv
u médi nebo rtuti, které k nému maji vy8si afinitu. Uvadi se, ze az 7 % populace je
nachylna k onemocnéni ledvin skrze environmentalni kontaminaci kadmiem (Jarup et al.,
1998). Nékteri jedinci maji dokonce geneticky danou snizenou schopnost syntetizovat MT
a tedy latentni abnormality ledvinovych funkci, které se mohou projevit az pfi dlouhodobé
nizké expozici Cd (Yoshida et al., 1998). Letalni toxicita arzénu je kromé jiného
prisuzovana i tomu, Ze se As nevaze na MT. Ov8em na experimentech s MT-null mySmi
bylo prokazano, ze MT sniZuje jeho koncentraci nepfimo tim, ze se podili na detoxikaci
jinych toxickych intermediatd vznikajicich As inzultem (Liu et al., 2000a). A to je zfejmé
jeho ,druha“ detoxikaéni aktivita, aktivita velmi potentniho scavengeru volnych
kyslikovych radikalia (ROS). Tato jeho funkce byla dobfe prozkoumana pouzitim MT-nuil
mysi v experimentu, pfi kterém tyto mys$i nejsou schopny syntetizovat MT-1 a MT-Il, a MT-
Tg mysSi, které naopak excesivné produkuji MT-I a MT-ll (Ghoshal et al., 1999). Lazo a
kol. oveéfili senzitivitu fibroblastl izolovanych z MT-null mysi k ROS a ukazali, ze MT ma
aktivitu scavengeru jiZ na bunééné urovni (Lazo et al., 1995). MT vyznamné snizuje
nefrotoxicitu cisplatiny pravé vychytavanim ROS, jak to bylo prokdzano u MT-null mysi
(Satoh et al., 2000). Kardiotoxicita doxorubicinu zplsobena produkci ROS byla vyznamne
snizena u MT-Tg mysi, ale i in vitro pouzitim vyizolovanych bunék z myokardu MT-Tg
my&i. Tyto mysi specificky exprimuji MT v misté oxidaéniho po$kozeni tkané
doxorubicinem, tedy vsrdci, MT zde potlacduje vznik produktl lipidové peroxidace a
indukci apoptdzy bunék myokardu (Wu and Kang, 1998, Kimura et al., 2000). Jini autofi

zjistili aktivaci p38 mitogenné aktivované proteinové kinazy (p38 MAP kinaza) béhem
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indukce bunék myokardu doxorubicinem a objasnili jeji potlaéeni bé&hem suprese
apoptézy metalothioneinem (Kang et al., 2000). VVSechny tyto vysledky nasvédcuji tomu,
ze MT reguluje intracelularni pifenos signalu pfi regulaci ROS. Navic MT reguluje aktivaci
nuklearniho faktoru kB pfes TNF-o. a NO signalni pfenos (Pearce et al., 2000). Jelikoz
ROS plsobi jako molekulovi poslové vnitrobunécnych signall, scavengerova aktivita MT

muze byt zfejmé velmi blizka intracelularnimu signalnimu prenosu.

1.3.2 METALOTHIONEIN A CNS

MT-I a Il jsou ve velké mife exprimovany v gliich centralniho nervového systému, ale
I v astrocytech bilé hmoty, mohou byt tedy syntetizovany kdekoliv v mozku &i mise
(Penkowa, 2006). Kromé nich se jesté v CNS vyskytuje MT-III, ale nikoliv MT-IV. Vysoka
exprese MT v CNS poukazuje na to, 2Z2e zde slouzi jako modulator kovl
a ucinna ochrana proti oxidativnimu poskozeni vyvolanému tézkymi kovy (Hidalgo et al.,
2001). Zinek je pfitomny v presynaptickych zakon€enich a je znamo, Ze plsobi nejenom
jako neurotransmiter, ale je také uvolfiovan z buné&k mozku pfi ischemii a poSkozuje CNS
(Koh et al., 1996). Z tohoto dlvodu MT, jako Zn-protein, je velmi daleZity protein CNS.
VEechny zminované MT jsou potentnimi scavengery voinych radikali v CNS. Ochranna
kapacita proti oxidaénimu stresu byla nedavno ovéfena pouzitim motorickych neuron(
nadmérné syntetizujicich MT-|, které pak in vitro dostateé¢né odolavaly toxinim, jako byl
napf. paraquat (Taylor et al., 2004, Tomita et al., 2006). MT-I a MT-Il knockoutované mysi
meély v CNS atrofii velkych myelinovanych axonl zplUsobenou oxidativnim stresem
komponentl podporujicich neurofilamenta, ktera reguluji axonalni kalibr pfi nedostatku
protektivniho efektu MT (Stankovic and Li, 2006). MT-I a MT-Il zmirfiuji opozdéne
cerebralni poskozeni a bunéfnou smrt a zarovef se podileji na regeneraci mozkove
tkané, angiogenezi a funkénim zotaveni. U obou MT bylo prokazano, ze pusobi pfimo
jako neurotrofni agens. Po léCeni neuront exogennimi MT-1 a MT-Il se ukazalo, Ze oba
proteiny ovliviuji preziti neurond a axonalni rist jak v kortikalnich, tak v hipokampalnich a
dopaminergnich tkanovych kulturach (Stankovic et al., 2007). My$i bez schopnosti
syntetizovat v CNS MT-l a MT-Il vykazovaly zhor§enou regeneraci axontl po rozdrceni
sedaciho nervu a lé¢ba pomoci MT-l a MT-lIl umoznila axonim se regenerovat
s naslednou komplexni transekci zralych axonu in vitro (Chung et al., 2002, Chung et al.,

2003). MT-lIl je specificky exprimovany v mozku a kvantita jeho exprese je redukovana
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u pacientd s Alzheimerovou chorobou, zfejmé se podili i na vzniku a rozvoji jinych
neurodegenerativnich chorob (Sato and Kondoh, 2002). Koncentrace MT v krvi vyrazné
stoupa u pacientl s traumatickym poskozenim mozku a jeho monitorovani by mohlo byt
uzite€nym nastrojem pro zhodnoceni zavaznosti poskozeni tkané a trvani bezvédomi,

castecné pri diagndze difuzniho axonainiho poskozeni (Kukacka et al., 2006b).
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2.CILE PRACE

Analyzovat zmény matrixovych metaloproteinaz, mefaloprotein& a
proteinového slozeni srde¢niho svalu laboratorniho potkana pfi
ruznych patologickych situacich:

a) kratkodobe (4denni) a dlouhodobé (21denni) hypoxii
b) podavani metamfetaminu

Zavest metodiku pro identifikaci a kvantifikaci matrixovych
metaloproteinaz a metalothioneinu v biologickych tekutinach; nasledné
stanovit koncentraci téchto latek v séru u pacientu:

a) s poruchou lipidového metabolizmu
b) s traumatickym poskozenim mozku

58



3.METODY

3.1. EXPERIMENTALNiIi MODELY

VSechny procedury se zviraty byly schvaleny Komisi pro praci s laboratornimi zvifaty

UK 2.LF a v souladu s pfedpisy Evropské umluvy o ochrané zvirat.

3.1.1 EXPOZICE LABORATORNIHO POTKANA 4DENNi HYPOXII A 4DENNI
HYPOXIl S HYPERKAPNIi

Dvé skupiny dospélého samce laboratorniho potkana kmene WISTAR (Anlab, CR)
byly vystaveny hypoxickym podminkam 10% O, v izobarické komore po dobu 4 dni.
Izobarické podminky byly vytvoreny tak, ze chybéjici O, (cca 11%) byl nahrazen plynnym
dusikem.

a) Prvni skupina (n=12) byla umisténa do izobarické komory s rezimem cirkulujici
smési plynl, kde CO; byl pIné absorbovan (jeho koncentrace byla nemeéfitelna)

v pritokovém zasobniku s natronovym vapnem (Obrazek 10).

b) Druha skupina (n=12) byla umisténa do izobarické komory, kde koncentrace CO,
v inspirované smési plynt ¢inila prGmérné 4,4 % (rozmezi 4,0 % — 5,2 %). Zvifata

byla vystavena témto podminkam 4 dny.

Kontrolni skupina (n=12) byla po stejnou dobu chovana v normalnich atmosférickych
podminkach.lzobaricka komora nebyla po celou dobu experimentl otevirana. V$echna
zvifata méla volny pfistup k vodé a standardni laboratorni dieté. Mistnost, kde se
provadél experiment, byla klimatizovana a teplota byla regulovana na 20°C. Zvifata byla
usmrcena do 12 hodin po ukonéeni expozice hypoxii (hyperkapnii). V anestezii
(pentobarbital sodny, 50 mg/kg) jim byl otevfen hrudni koS, pfestiizena aorta a rychle
vyjmuta srdce, poté exsangvinaci eutanizovana. Aorta a pulmonalni artérie byly ze srdce

opatrné odstranény u povrchu komor, prava a leva komora srde¢ni byly od sebe
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oddéleny, vysuseny, zvazeny, zmrazeny v tekutém dusiku a do dal§i analyzy uchovany
pfi -70° C.

3.1.2 EXPOZICE LABORATORNIHO POTKANA 3TYDENNIi HYPOXII ZA
SOUCASNEHO PODAVANI INHIBITORU BATIMASTAT

Byly pouZity &tyfi skupiny dospélého laboratorniho potkana WISTAR (Anlab, CR).

a) Dvé skupiny byly vystaveny hypoxickym podminkam (10% O;) v isobarické
komofe po dobu 3 tydni (Obrazek 10), tak jak je to popsano v experimentu
se 4denni hypoxii. Jedné hypoxické skupiné (n=12) byl aplikovan intraperitonalné
batimastat (British Biotech, Velka Britanie) v davce 30 mg/kg/den, druhé hypoxické
skupiné (n=12) bylo po stejnou dobu aplikovano pouze rozpoustédlo (fosfatovy pufr
a 0,01% Tween 80).

b) Dalsi dvé skupiny laboratornich potkanu byly chovany v normalnich atmosférickych
podminkach. i
Jedné hypoxické skupiné (n=12) byl aplikovan intraperitonalné batimastat (British
Biotech, Velka Britanie) v davce 30 mg/kg/den, druhé hypoxické skupiné (n=12)
bylo po stejnou dobu aplikovano pouze rozpoustédlo (fosfatovy pufr a 0,01%
Tween 80).

.

' kondenzat

Obrazek 10: Schéma izobarické hypoxické komory. A-vlastni uzaviratelnd komora pro umisténi
experimentalnich zvifat, B-¢erpadlo pro cirkulaci plynd, C-mrazici zafizeni pro kondenzaci vodni pary,
D-kolona se sorbentem pro zachyt respirovaného CO,, E-regulaéni obvod s &idly pro méfeni O, a CO,,
N, — tlakova lahev s dusikem pro izobarickou upravu koncentrace O,
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Zvirata byla usmrcena do 12 hodin po ukonceni expozice hypoxii (hyperkapnii).
V anestézii (pentobarbital sodny, 50 mg/kg) jim byl otevien hrudni ko$, prestfizena
aorta a rychle vyjmuta srdce, poté exsangvinaci eutanizovana. Aorta a pulmonalni
artérie byly ze srdce opatrné odstranény u povrchu komor, prava a leva komora
srdeCni byly od sebe oddéleny, vysuseny, zvazeny, zmrazeny v tekutém dusiku a

do dalSi analyzy uchovany pfi -70° C.

3.1.3 DLOUHODOBA APLIKACE METAMFETAMINU LABORATORNIMU
POTKANOVI

Byly pouZity 2 skupiny dospé&lého laboratorniho potkana WISTAR (Anlab, CR).

1. Prvni skupiné (n=24) po sedmidenni aklimatizaci s volnym pfistupem k vodé
a standardni peletové potravé byl aplikovan S-(+/-)-metamfetaminhydrochlorid
(Farmaceuticka fakulta UK, CR) do podkoZi, rozpustény v izotonickém
fyziologickém roztoku (1mg/l) v davce 1 mg/kg télesné hmotnosti po dobu 8 tydn(.

2. Druhé skupiné (n=16) po sedmidenni aklimatizaci s volnym pfistupem k vodé
a standardni peletové potravé byl aplikovan do podkozi pouze isotonicky

fyziologicky roztok (ekvivalentni objemové mnozstvi bez metamfetaminu) 9 tydnu.

Zvifata byla usmrcena do 12 hodin po aplikaci posledni davky. V anestézii
(pentobarbital sodny, 50 mg/kg) jim byl otevien hrudni ko$§, pfestfizena aorta
a rychle vyjmuta srdce, poté exsangvinaci eutanizovana. Zarovef byla zachycena
krev (do zkumavek se separacnim gelem) pro dalSi analyzy, odstfedéna pfi 4 000 g
10 minut a sérum oddéleno, do dalSi analyzy zamrazeno na -70° C. Aorta
a pulmonarni artérie byly ze srdce opatrné odstranény u povrchu komor, prava a leva
komora srdecni byly od sebe oddéleny, vysudeny, zvaZeny, zmrazeny v tekutém

dusiku a do dalsi analyzy uchovéany pfi -70° C.
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3.2. SOUBORY PACIENTU

3.2.1 SOUBOR PACIENTU S PORUCHOU LIPIDOVEHO METABOLIZMU

Zakladni soubor byl tvofen 40 jedinci (20 muzi, vékovy pramér 41 let + 15; 20 Zen,
vékovy primér 82 + 23), u kterych byla laboratornim vy$etfenim prokazana nerovnovaha
zakladnich biochemickych parametr(i lipidového spektra (celkovy cholesterol, HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol a triacylglyceroly). Po tfech mésicich lé¢by v lipidové
ambulanci Ustavu klinické biochemie a patobiochemie UK 2.LF a FN Motol byl pacienttim
odebran vzorek krve a byla opét provedena vSechna vyse uvedena vysetieni. 20 pacientl
bylo Ié€eno hypolipidemiky. Pacienti uzZivali statiny, fibraty nebo kombinace téchto Iékd
(Simvacard-Zentiva, CR; simvastatinum v davce 20 mg/den nebo Lipirex S-Winthrop,
Francie; fenofibratum v davce 160 mg/den). 20 pacientl dodrZovalo pouze rezimova
opatfeni a dietu. Kontrolni soubor tvofily osoby (20 muzi a 20 zen) bez jakychkoliv

abnormalit v lipidovém spektru.

3.2.2 SOUBOR PACIENTU S TRAUMATICKYM POSKOZENIM MOZKU

Pacienti s traumatickym poskozenim mozku (n=20) byli rozdéleni do 2 skupin podle
klinickych kritérii — tzv. Glasgow Coma Scale (GCS) skaly, ktera je bézné pouzivana
v klinické praxi pro uréeni stupné bezvédomi pacienta. Skupina | (n=9) zahrnovala
pacienty, u nichZ se béhem 8denni hospitalizace zlepsilo GCS skore na hodnotu 15 bodu.
Skupina Il (n=11) zahrnovala pacienty, u nichz ke zlepSeni nedoslo.
U 4 znich bylo diagnostikovano axonalni po$kozeni. Vzorky krve byly od pacientl
ziskany v ramci béZnych rutinnich diagnostickych procesu. Tato studie byla schvalena

etickou komisi instituci, z nichZ vzorky pochazely (FN Motol a FN Kralovské Vinohrady).
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3.3. LABORATORNI METODY

3.31 |ZOLACE PROTEINU ZE SRDECNI TKANE — PROTEINOVA PROFILACE

Izolace proteint ze srdecni tkané byla provedena v modifikaci dle Peloucha a kol.
(Pelouch et al., 1995). Vzorky srdeéni tkané z levé nebo pravé komory (pfiblizné 50 mg)
byly homogenizovany v 20nasobku objemu pufru A (0,05 mol.I"" fosfatového pufru, 0,01
mol.I'" EDTA, 1% Triton X-100, pH 7,4). Vzorky byly extrahovany za stalého trepani 24
hodin pfi teploté 4°C, poté byly centrifugovany 10 min. pfi 10 000 g. Supernatant byl
oddélen (obsahoval frakci tzv. metabolickych proteinll — enzymy glykolytickych a
aerobnich metabolickych cest) a peleta byla znova rozpusténa v 10nasobku objemu pufru
B ( 0,9 mol.I* NaCl, 0,05 mol.I"" Tris-HCI, pH 7,5) a extrahovana za stalého trepani 24
hodin pfi teploté 4°C, pak centrifugovana 15 min. pfi 10 000 g. Supernatant byl oddélen
(obsahuje predev8im kontraktiini proteiny), peleta byla promyta roztokem kyseliny octové
(0,5 mol.I'") a pak vystavena pepsinové digesci (24 hodin pii teploté 4°C pouzitim 10 mg
pepsinu.g”’ vihké tkané v 0,5 mol.I" kyseliné octové). Vzorky byly poté centrifugovany (pfi
14 000 g 15 minut). Jak peleta, tak supernatant (obsahujici pepsinem rozpustné slozky
extracelularni matrix) byly uchovany. Extrakce s pepsinem byla zopakovana za stejnych
podminek a ziskany supernatant byl pfidan k prvnimu. Peleta byla rozpusténa v horkém
(pfiblizné 90°C) 1,1 molI" NaOH 15 minut (ziskana frakce obsahovala nerozpustné
slozky ECM).

3.3.2 STANOVENI CELKOVE KONCENTRACE BILKOVINY VE FRAKCICH

Po proteinové profilaci byla koncentrace celkove bilkoviny v jednotlivych frakcich
uréena Lowryho metodou (Lowry et al.,, 1951). Pro vétsi citlivost byla zvolena vinova

délka 750 nm. Hodnoty byly vyjadieny v mg.g” na vlhkou hmotnost tkané.
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3.3.3 STANOVENiI CELKOVEHO 4-HYDROXYPROLINU VE TKANI

Priblizné 50 pg srdecni tkané se presné zvazilo a nechalo vysusit 24 hodin
pii teploteé do 80°C. Vysu8ena tkan se znovu zvazila a ve sklenénych zkumavkach
se nechala hydrolyzovat v 1 ml 6 N HCI po dobu 3 hodin pfi teploté 130 °C. Zbytek HCI
se nechal odpafit, po ochlazeni se ke vSem vzorkim znovu pfidal
1 ml 6 N HCI a aktivni uhli (na $picku Spachtle) a smés se fadné protfepala (na tfepacce
10 minut). K usazeni aktivniho uhli se vzorky centrifugovaly 20 minut pfi 10 000 g. K daisi

analyze se pouzil supernatant a postupovalo se stejné jako ve frakci, viz kapitola 3.3.4.

3.3.4 STANOVENI KONCENTRACE 4-HYDROXYPROLINU VE FRAKCI PROTEINU
EXTRACELULARNi MATRIX

Stanoveni 4-hydroxyprolinu (HYP) v extraktech ze srdeéni tkané byla provedeno
nasledovné. 50 ul extraktu bylo odebrano do sklenéné zkumavky a vysuseno pfes noc pfi
teploté 80 °C v suSarné. Poté bylo pfidano 50 ul 4 N NaOH a smés byla temperovana 10
minut pri teploté 120 °C, pak nasledovala neutralizace 50 ul 1,4 N kyselinou citrénovou.
Po neutralizaci se okamzité pfidal 1 mi roztoku chloraminu T (1,41 g chloraminu T byio
rozpusténo v 10 ml n-propanolu, 10 ml destilované vody a 80 ml citrat-acetatového pufru).
Smeés byla protfepana a inkubovana pii laboratorni teploté 20 minut. Poté byl pfidan 1 ml
roztoku PDAB (15 g p-dimethylaminobenzaldehydu se rozpustilo v 62 ml n-propanolu a
26 ml 60 % HCIO,4) a smés byla inkubovana 15 minut pfi 65 °C za soucasného tiepani.
Byla méfena absorbance vzniklého barevného produktu pfi 550 nm. Pro sestrojeni
kalibracni kfivky byl pouzit standard L-4-hydroxyprolinu (Sigma Aldrich), 10 mg latky bylo
rozpusténo ve 100 ml destilované vody, sestrojena kalibra¢ni fada o koncentracich 0 - 0,5
-1-2,5-5-10 ug napipetovanim pfislusného objemu zasobniho roztoku a po vysuseni

se postupovalo stejné jako s extraktem (Pelouch et al., 1993b).

3.3.5 ELEKTROFOREZA KOLAGENNICH PROTEINU

Po provedené frakcionaci byla elektroforéza kolagennich proteini z rozpustné
frakce ECM provedena v polyakrylamidovém gelu dle systéemu Laemli v pfitomnosti SDS

(Pelouch et al., 1995). K separaci kolagennich proteind byl pouzit gel
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o koncentraci 7,5 %, zapoustéci gel mél koncentraci 4 %. Elektroforetické déleni bylo
provedeno za konstantniho napéti 150 V po dobu 50 minut. Gely byly obarveny v 0,3%
roztoku Coomassie Brilliant Blue®. Odbarvovani bylo provedeno pomoci odbarvovaciho
roztoku® . Po pfidani nékolika kapek glycerolu se gel jesté asi 15 minut odbarvoval.
Odbarveny gel byl vysuSen mezi celofanovymi foliemi pfedtim namocéenymi do
odbarvovaciho roztoku s glycerolem. ldentifikace separovanych proteinli byla provedena
pomoci pouZitych molekulovych standardd, které byly separovany spolu s analyzovanymi
extrakty. Gely byly naskenovany a pro semikvantitativni stanoveni kolagennich proteind

byl pouzit software analyzy obrazu (ElfoMan 2.0, Semecky; CR).

3.3.6 EXTRAKCE CELKOVE RNA zZE SRDECNi TKANE

Celkova RNA byla izolovana ze tkani srdecnich komor rutinni metodou s chloridem
cesnym (Chirgwin et al., 1979). Zamrazeneé vzorky tkani (pfiblizné 100 mg) byly rychle
zhomogenizovany, k homogenatu byl pfidan roztok s CsCl a po ultracentrifugaci byla
peleta obsahujici RNA rozpusténa v TE pufru. Koncentrace RNA byla vypocitana

meéfenim absorbance pfi 260 nm.

3.3.7 ELEKTROFOREZA, NOTHERNBLOT A HYBRIDIZACE MRNA

Vzorky RNA (20 pg) byly naneseny na 1% agarézovy/formaldehydovy gel,
elektroforeticky rozdéleny a preneseny na nitrocelul6zovou membranu (HYBOND-N
RPN.203 N, Amersham Pharmacia, VB). Membrany byly suseny pfi 80 °C 2 hodiny. Pro
hybridizaci byly pouzity komplementarni proby DNA (cDNA) mySiho prokolagenu a4 (1) a
potkanniho prokolagenu o (lll) (obdrzeno od dr.Takaly, Univerzita v Jyvaskyla, Finsko) ,
potkanniho TIMP 1 a MMP-2 (dar dr. Eklunda z Univerzity Oulu, Finsko), potkanni ANP a
18 S RNA (482-bp cDNA préba) (Magga et al., 1997). cDNA byla vZdy oznaena pomoci
[-?P]dCTP komerénim znackovacim setem REDIPRIME™II (Amersham Pharmacia,
VB). Prehybridizace filtrl byla provedena ultrasenzitivnim hybridizaénim roztokem
(ULTRAhbeM, Ambion, USA) po dobu 30 minut pfi 42 °C. Samotna hybridizace probihala
24 hodin pfi teploté 42-52°C s pouzitim stejného pufru jako pro prehybridizaci. Po

> rozpusténo ve smési methanol-kyselina octova-voda (4:1:5) (VIVIV)
® methanol:kyselina octova:voda 4:1:5 (V/V/V)
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hybridizaci byly membrany promyty dvakrat v 0,1% x SSC + 0,1% SDS pfi 60 °C 20
minut a ulozeny k expozici do fosforeskujicich desek. Vysledky autoradiogramu po
expozici byly kvantifikovany denzitometricky (Bio-Rad zobrazujici denzitometr GS 670).
Signaly specifickych mRNA byly normalizovany 18S rRNA pro korekci rozdilnych
naneseni a pfenostt mMRNA béhem analyzy (Eklund et al., 2001, Kukacka et al., 2002).

3.3.8 ZYMOGRAFIE MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ

Pro kvalitativni uréeni a semikvantitativni zhodnoceni aktivity matrixovych
metaloproteinaz v extraktu ze srdeéni tkané nebo ze séra byla pouzita elektroforeticka
technika zymografie, ktera je modifikaci standardni elektroforézy v polyakrylamidovém
gelu za pouziti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). K polyakramidovému gelu se pred
polymeraci pfidala Zelatina (Sigma Aldrich, USA) v koncentraci 1 g/l (Tyagi et al., 1993a).

Srdecni tkan (20 mg) byla dezintegrovana na malé kousky a za stalého michani po
dobu 24 hodin pfi teploté 4 °C extrahovana v 10nasobném mn'oistvi pufru, ktery
obsahoval 10 mmol.I" kyseliny kakodylové (Sigma Aldrich, USA), 150 mmol.I" NaCl,
1 umol.I"" ZnCly, 20 mmol.I" CaCl,, 3,0 mmol.I NaNs a 0,01% Triton X-100. MMP ze séra
byly extrahovany obdobné jako ze tkané. K 15 pl séra bylo pfidano 100 ul kakodylatového
extrakéniho pufru. Dal8i postup byl pro tkan a sérum jednotny. Po skonceni extrakce byly
extrakty centrifugovany po dobu 30 minut pfi 10000 g. U v8ech vzorkd byla zméfena
koncentrace celkové bilkoviny (Lowryho metodou). Extrakt byl pfed elektroforézou

Pred elektroforetickym délenim byl kazdy vzorek smichan s Laemmli SDS vzorkovym
pufrem bez pfitomnosti redukujicich latek a nanesen na 8% polyakrylamidovy gel.
Samotné déleni probihalo 45 minut pfi napéti 150 V a pokojové teploté. Po skonceni
déleni byly gely promyty dvakrat 20 minut v 2,5% roztoku Triton X-100 pro odstranéni
SDS a renaturovani enzyma. Poté byly gely inkubovany v substratovém pufru (50 mmol.I”
Tris-HCI, pH 7,8; 10 mmol.I'" NaCl; 10 mmol.I" CaCl) 14 hodin pfi 37 °C. Gely byly
obarveny v 0,3% Coomassie Brilliant Blue’. Odbarvovani bylo provedeno pomoci
odbarvovaciho roztoku® do objeveni ostré a vyrazné lytické zény. Po pfidani nékolika

kapek glycerolu se gel jesté asi 15 minut odbarvoval. Odbarveny gel byl vysusen mezi

’ rozpusténo ve smési methanol-kyselina octova-voda (4:1:5) (VIV/V)
¢ methanol: kyselina octova: voda 4:1:5 (V/V/V)
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celofanovymi foliemi pfedtim namocenymi do odbarvovaciho roztoku s glycerolem (Vajtr
et al., 2002, Kotaska et al., 2006).

3.3.9 KVANTITATIVNI STANOVENi MMP-3

Ke stanoveni byl pouZit diagnosticky kit Matrix Metalloproteinase-3 Biotrak Activity
Assay System (GE Healthcare, USA).

Soucasti kitu:

mikrodesti¢ka — 12x8

pufr (TRIS-HCI

protilatka proti MMP-3 (lyofilizovana mys$i anti-MMP3)
standard — 32 ng lyofilizované MMP-3

APMA -352 mg v praskové formé

detekéni enzym (urokinaza)

substrat (peptid S-2444 ™)

promyvaci pufr (fosfatovy pufr, pH 7,0)

@ N9 &GN

Princip stanoveni MMP-3 se zaklada na vyuziti detekce aktivity zymogenu, ktery je po
zachytu protilatkou nejdrive pfeveden v aktivni formu. Takto aktivovany enzym muze byt
méfen pomoci specifického chromogenniho peptidového substratu. Protilatka anti-MMP-3
(lyofilizovana mys&i monokionalni protilatka) byla prvni den imobilizovana v mikrotitraéni
destiCce. Nasledovala 3hodinova inkubace pfi 37 °C, odsati a promyti. Pridal se standard
a vzorky; vznikly komplex [anti-MMP-3-MMP-3] se nechal pres noc inkubovat. VeSkera
pritomna MMP-3 se navazala do jamek, ostatni komponenty ve vzorku byly pak
odstranény odsatim a promytim. Celkova aktivita MMP byla zmérfena po pfidani APMA.
Detekéni reagencie (smés detekéniho enzymu a chromogenniho substratu) vyvolala
barevnou reakci. Méfeni se provadélo pfi vinové délce 405 nm vcase t = 0 a po
6,5hodinové inkubaci. Koncentrace byla stanovena interpolaci z kalibraéni krivky dle
vztahu (Aws 5 — Ai=o * 1000)/6,5%. Citlivost reakce byla 0,1 ug/l.
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3.3.10 KVANITITATIVNI STANOVENI MMP-9

Ke stanoveni byl pouZit diagnosticky kit Matrix Metalloproteinase-9 Biotrak Activity
Assay System (GE Healthcare, USA).
Soucasti kitu:

mikrodestiCka — 12x8 potazena protilatkou proti MMP-9, pfipraveno k pouziti
pufr (TRIS-HCI)

standard — 32 ng lyofilizované MMP-9

APMA -352 mg v praskové formé

detekéni enzym (urokinaza)

substrat (peptid S-2444 ™)

promyvaci pufr (fosfatovy pufr, pH 7,0)

Mo e s N

Do jamek mikrotitracni desticky jamek s navazanou protilatkou anti-MMP-9
(lyofilizovana lidskd monoklonaini protilatka) se pfidaly standardy a vzorky. Vznikajici
komplex [anti-MMP-9-MMP-9] se nechal pfes noc inkubovat. VeSkera pfitomna MMP-9
se navazala do jamek, ostatni komponenty ve vzorku byly odstranény odsatim
a promytim. Pfidal se APMA. Po 90 minutach inkubace pfi 37 °C néasledovalo odsati
a promyti. Po pfidani detekéni reagencie se zmérila zména zbarveni pfi vinové délce 405
nm v case t = 0 a po jednohodinové inkubaci. Koncentrace byla stanovena interpolaci
z kalibraéni kfivky dle vztahu ( A 1 — A 1= * 1000)/12. Citlivost metody byla 0,5 pg/l.

3.3.11 KVANTITATIVNI STANOVENI MMP-2

Ke stanoveni byl pouZit diagnosticky kit Matrix Metalloproteinase-2 Biotrak Activity
Assay System (GE Healthcare, USA).

Soucasti kitu:
1 mikrodesticka — 12x8 potazena protilatkou proti MMP-2, pfipraveno k pouZziti

2. pufr (TRIS-HCI)
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standard — 24 ng lyofilizované MMP-2
APMA -352 mg v praskové formé
detekéni enzym (urokinaza)

substrat (peptid S-2444 ™)

promyvaci pufr (fosfatovy pufr, pH 7,0)

N e g AW

Do jamek mikrotitracni desticky jamek s navazanou protilatkou anti-MMP-2
(lyofilizovana lidskd monoklonalni protilatka) se pfidaly standardy a vzorky (fedéné 100x)
Vznikajici komplex [anti-MMP-2-MMP-2] se nechal pfes noc inkubovat. Veskera pfitomna
MMP-2 se navazala do jamek, ostatni komponenty ve vzorku byly odstranény odsatim a
promytim. Pfidal se APMA. Po 120 minutach inkubace pfi 37 °C nasledovalo odsati a
promyti. Po pfidani detekéni reagencie se zméfila zména zbarveni pfi vinové délce 405
nm vcase t = 0 a po 3hodincvé inkubaci. Koncentrace byla stanovena interpolaci
z kalibraéni kfivky dle vztahu (Aws — Ao * 1000)/32. Citlivost metody byla 0,5 pg/l.

3.3.12 ELEKTROCHEMICKE STANOVENi METALOTHIONEINU

Elektrochemické méfeni bylo provedeno na analyzatoru AUTOLAB (EcoChemie,
Nizozemi) ve spojeni s tiielektrodovou celou VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko).
Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE)® s povrchem kapky
0,4 mm?. Jako referenéni elektroda byla pouzita Ag/AgCI/3mol.I" KCI elektroda a jako
pomocna elektroda grafitova elektroda. Jako podplrny elektrolyt byla pouzita smés pufri
(Obrazek 11). Pro vyrovnani a korekci zakladni osy byl pouzit software GPES 4.4
(EcoChemie, CR). Stanoveni MT v séru bylo provedeno optimalizovanou adsorptivni
prfenosovou rozpoustéci technikou (AdTS') diferenéni pulzni voltametrie (DPV)
s Brdickovou reakci (Petrlova et al., 2005, Kukacka et al., 2006a, Petrlova et al., 2006).
MnoZstvi analyzovaného materialu bylo 5 ul. Brdi¢k{v podparny elektrolyt obsahoval 1
mmol.I"" Co(NH)sClz a analyza byla provedena v amonném pufru o koncentraci 1 mol.I”
(NH3 (aq) + NH4CI, pH=9,6). Povrchové aktivni latky nebyly pouZity. Parametry AdTS
DPV Brdi¢kovy reakce byly nasledujici: po¢ate¢ni napéti -0,6 V, koncové napéti -1,6 V,

modulaéni ¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, krokové napéti 1,05 mV/s, modulaéni

? hanging mercury drop electrode
'% adsorptive transfer stripping
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amplituda 250 mV, E.qs=0 V. Stala teplota podplirného elektrolytu byla udrzovana pomoci
prutokovych elektrochemickych cel spojenych stermostatem (JULABO F12/ED;
Némecko).

Obrazek 11: Princip diferen€ni pulzni voltametrie s adsorptivni pfenosovou technikou. 1 — obnoveni
visici rtutové kapkové elektrody, 2- adsorpce analytu na elektrodu, 3-promyti elektrody, 4-viastni méfeni
s pomoci referentni elektrody a mérné elektrody Brditkovou reakci.

I 3.3.13 STANOVENI ZAKLADNICH BIOCHEMICKYCH PARAMETRU LIPIDOVEHO
SPEKTRA

Koncentrace celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu, LDL-cholesterolu a
triacylglycerolil byly méreny na biochemickém analyzatoru Advia 1650 (Bayer, USA),
ktery je samostatnou jednotkou umoziujici davkovani vzorkll i reagencii, inkubaci,
detekci i automatické vyhodnoceni vysledku.
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3.3.13.1. STANOVENi CELKOVEHO CHOLESTEROLU

Ke stanoveni celkového cholesterolu byla pouzita diagnostickd souprava
Cholesterol (Bayer, SRN). Estery cholesterolu jsou hydrolyzovany cholesterolesterazou
na cholesterol a volné mastné kyseliny. Cholesterol je pak oxidovan v pfitomnosti kysliku
na cholesten-3-on za uvolnéni H;O,. Posledni fazi stanoveni je oxidac¢ni kopulace 4-
aminoantipyrinu s fenolem v pfitomnosti H,O,, kterd probiha za katalyzy peroxidazy.

Absorbance vznikajiciho komplexu se méfi pfi vinové délce 505 nm (Allain et al., 1974).

3.3.13.2. STANOVENi HDL-CHOLESTEROLU

Ke stanoveni HDL-cholesterolu byla pouzita diagnosticka souprava HDL-
cholesterol Il (Bayer, Némecko). Jde o pfimou metodu, jejimz principem je méreni
koncentrace HDL-cholesterolu bez pfedchozi separace. Stanoveni se sklada ze dvou
ruznych reakci. Cholesterol z ¢astic nenalezicich k HDL frakci je uvolnén a eliminovan
v prvnim kroku reakce a cholesterol z HDL &astic je uvolnén ve druhém kroku pomoci
detergentu obsazeném v Cinidle R2. Vysledna koncentrace je stanovena reakci dle
Trindera. Intenzita zbarveni vreakci podle Trindera je umérna koncentraci HDL

cholesterolu. Absorbance se méfi pfi 596 nm (2002).

3.3.13.3. STANOVENI LDL-CHOLESTEROLU

Ke stanoveni LDL-cholesterolu byla pouZita diagnosticka souprava LDL-cholesterol
(Bayer, Némecko). V prvnim kroku reakce je cholesterol eliminovan pomoci specialniho
detergentu ze v8ech frakci kromé LDL frakce. H,O» z prvni reakce reaguje s katalazou,
ve druhé reakci je jinym detergentem uvolnén cholesterol z LDL castic. Katalaza je
inhibovana azidem sodnym. Vysledna koncentrace je stanovena reakci dle Trindera.
Méreni se provadi pii 596 nm (Okada M, 1998).

3.3.13.4. STANOVENIi TRIACYLGLYCEROLU

Ke stanoveni triacylglyceroll byla stejné jako v pfedchozich pfipadech pouzita
diagnosticka souprava od firmy Bayer (Némecko). TG jsou v prvni reakci s lipazou
hydrolyzovany na glycerol a volné mastne kyseliny. Ve druhé reakci je glycerol
fosforylovan ATP plsobenim glycerolkinazy na glycerol-3-fosfat. Ve treti reakci je
glycerol-3-fosfat oxidovan na dihydroxyacetonfosfat glycerolfosfatoxidazou za vzniku

H,O,. V posledni reakci vznika kopulaéni reakci 4-aminoantipyrinu s 4-chlorfenolem
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v pfitomnosti H,O, barevny komplex. Kopulacni reakce probiha v pfitomnosti peroxidazy.

Absorbance vznikajiciho barevného komplexu se méfi pfi 505 nm (Fossati P, 1982).
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3.4. STATISTICKE METODY

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu StatView a GraphPad Prism
4.0 na hladiné vyznamnosti a = 0,05, popfipadé a = 0,01 nebo a = 0,001. Normalni
rozlozeni dat u jednotlivych souborli bylo ovéfeno Kolmogorovovym-Smirnovovym
testem. V pfipadé normalniho rozlozeni dat byly pro dal$i analyzu pouzity parametrické
testy (Studentlv t-test nebo ANOVA). Pro neparametrickd rozlozeni bylo pouZito
neparametrického t-testu (Mann-Whitney U test nebo neparametricka analyza rozptylu).
Véechna prezentovana data jsou vyjadrena jako aritmeticky primér + standardni chyba
méfeni (SEM). U neparametrického rozloZzeni dat byla provedena logaritmicka

transformace hodnot.
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4.VYSLEDKY

4.1. EXPOZICE LABORATORNIHO POTKANA 4DENNI
HYPOXII A 4DENNi HYPOXII S HYPERKAPNI

411 VLIV 4DENNi HYPOXIE A HYPOXIE S HYPERKAPNIi NA TELESNOU
HMOTNOST A HMOTNOST SRDCE

4denni hypoxie zpUsobila pokles télesné hmotnosti laboratorniho potkana u obou
skupin (Tabulka 8). U skupiny hypoxické (H) to bylo o -9,2 %, u skupiny hypoxicko-
hyperkapnické (HC) o -14,6 %. Absolutni hmotnost srdce se nezmeénila u Zadné skupiny,
ale relativni hmotnost srdce se zvysila jak u skupiny H tak HC. U skupiny H to bylo
zapfi¢inéno predevsim zvétSenim pravé komory srdec€ni, u skupiny HC zvétSenim prave
i levé komory. Pomér pravé a levé komory (RV/LV) byl zvy8en u obou skupin oproti

kontrolam.
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Tabulka 8. Vliv 4denni chronické hypoxie a hyperkapnie na télesnou hmotnost a hmotnostni

parametry srdce

hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM, K - kontroly, H — hypoxie-hypokapnie, HC — hypoxie-

hyperkapnie.

BW - télesna hmotnost, HW — absolutni hmotnost srdce, RV - hmotnost pravé komory srdce, LV - hmotnos
levé komory srdce (bez septa), HW/BW — relativni HW, RV/BW - relativni hmotnost pravé komory, LV/BW —

relativni hmotnost levé komory. Hladiny statistické vyznamnosti: Ap<0,05 rozdilné od kontrol; ®p<0,05

rozdilné od hypoxické skupiny; ANOVA.

skupina pocdet BW HW RV LV
n g mg mg mg
K 12 267,50 + 0,93 749 +18 167 + 14 410 + 20
H 12 242,83+326" 755 £16 178 + 6 377+ 10
HC 12 228,50 + 3.68"° 784 + 27 194 + 7% 405 + 20
skupina pocet HW/BW RVIBW LVIBW RV/LV
n mg.g” mg.g” mg.g”
K 12 2,80 +0,06 0,59 + 0,03 1,50 + 0,04 0,40 + 0,03
H 12 3,12 +0,09" 0,74+ 002" 154+0,05 0,49 + 0,02"
HC 12 343+0,10"® 0,85+ 0,04"® 1,77 +0,06"® 0,48 £ 0,02°
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Graf 1: Reprezentativni autoradiogram z Northern blot analyzy (A) a mnozstvi mMRNA ANP v hypoxické a
hypoxicko-hyperkapnické srdeé¢ni tkani (B). RNA byla izolovana ze srde¢ni tkané. Elektroforetické rozdéleni,
transfer RNA a promyvaci procedury jsou popsany v oddilu o metodikach. Graf je vysledkem
denzitometrického skenovani autoradiogramu. Stejny blot byl hybridizovan s prébami pro prokolagen a (1),
prokolagen o (), MMP 2, TIMP 1, ANP a 18S rRNA. Stejné naneseni RNA je prokazano shodnou expresi
18 S rRNA. K=kontrolni skupina, H=hypoxicka skupina, HC=hypoxicko-hyperkapnicka skupina.

41.2 PROTEINOVA SKLADBA PRAVE A LEVE KOMORY SRDCE: KONCENTRACE
A OBSAH PROTEINU

Koncentrace proteintl extracelularni matrix (ECM) nebyla ovlivhéna v pravé komore
hypoxickych zvifat, na druhé strané vy$si koncentrace rozpustnych kolagennich proteint
byla nalezena v pravé komofe hypoxicko-hyperkapnickych zvifat. U hypoxicko-
hyperkapnické skupiny poklesla koncentrace nerozpustnych kolagennich proteint,
zarovei u této skupiny byl zjistén pokles koncentrace kolagennich proteind

v levé komofe (Graf 2).
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Graf 2: Korcentrace a obsah rozpustnych protein{ extracelularni matrix (A) a nerozpustnych proteint
extracelularni matrix (B). Koncentrace je vyjadiena v mg.g'1 vlhké hmotnosti srde¢ni tkané, obsah v mg.
Hodnoty jsou primér = SEM. K=kontrolni skupina, H=hypoxicka skupina, HC=hypoxicko-hyperkapnicka
skupina.

4.1.3 SRDECNi KOLAGEN — KONCENTRACE, ROZPUSTNOST A GENOVA
EXPRESE

Koncentrace hydroxyprolinu v pravé a levé komofe potkanl vystavenych
hypoxickym nebo hypoxicko-hyperkapnickym podminkam se liSila od koncentrace
v komorach kontrolnich potkanl. Rozdily byly zplUsobeny vy$§i koncentraci
hydroxyprolinu ve frakci nerozpustnych proteintl. Hypoxie zplsobila pokles koncentrace
hydroxyprolinu ve frakci nerozpustnych proteinG ECM v pravé i levé komofe. Naopak
hypoxie-hyperkapnie zvySila koncentraci hydroxyprolinu ve frakci jak rozpustnych, tak
nerozpustnych proteind ECM pravé komory, v LV to bylo jen ve frakci nerozpustnych

proteini ECM (Graf 3 A, B). Pomér nerozpustného a rozpustného srdeéniho kolagenu se

77



li5il u kontrol a pokusnych zvifat, tento pomér byl vy$si v levé komofe HC skupiny (Graf 3

C. D). Mnozstvi mRNA pro prokolagen a4 (l) poklesla vRV u H i HC skupiny, zadné

zmény nebyly pozorovany v LV. Mnozstvi mRNA pro prokolagen a (Ill) byla vy$si v pravé

komore pouze hypoxicko-hyperkapnickeé skupiny zvifat (Graf 4 A, B a Graf 1A).
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Graf 3: Koncentrace kolagenu ve frakci rozpustnych (A) a nerozpustnych (B) proteini ECM. Kencentrace
kolagenu byla uréena stanovenim hydroxyprolinu (mg.g'1 vihké hmotnosti). Pomér
rozpustnych/nerozpustnych srde¢nich kolagen( v RV (C) a LV (D) byl odvozen od koncentrace
hydroxyprolinu. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM. K=kontrolni skupina, H=hypoxicka skupina,
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4.1.4 AKTIVITA SRDECNiICH MMP, GENOVA EXPRESE MMP-2 A TIMP-1

Aktivita MMP-2 byla detekovana pomoci zymografie (koncentrace gelu 7,5 %) v podobé 2
lytickych zén: 72 kDa (proforma) a 66 kDa (aktivni forma); rozdily ve velikostech téchto
z6n nebyly nalezeny. Dale byly pfitomny velmi slabé lytické zény odpovidajici MMP-9 (92
kDa) a MMP-1 (53 kDa) (Graf 5 A.B). Hodnoty MMP-2 mRNA byly signifikantné nizsi u
skupin H i HC v porovnani s kontrolami v pravé komofe, v levé komofie nebyly nalezeny
zadné rozdily (Graf 5 C a Graf 1A). TIMP-1 mRNA byla nizsi v RV jak H skupiny tak HC
skupiny, v LV se neliSila (Graf 5D a Graf 1A).
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Graf 4: .Efekt hypoxie a hypoxie-hyperkapnie na mnozstvi prokolagenu a1 (1) mRNA (A) a
prokolagenu a (lll) mRNA (B). RNA byla extrahovana ze srdec¢ni tkané.18S = 18S rRNA K=kontrolni
skupina, H=hypoxicka skupina, HC=hypoxicko-hyperkapnicka skupina.
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Graf 5: Reprezentativni zymograficky PAGE gel (7,5 %) s lytickymi zénami matrixovych metaloproteinaz
ze srde¢niho extraktu pravé (A) a levé (B) komory a vliv hypoxie a hypoxie-hyperkapnie na MMP-2 mRNA
(C) a TIMP-1 mRNA (D). Grafy jsou vysledkem denzitometrie autoradiogramu. K=kontrolni skupina,
H=hypoxicka skupina, HC=hypoxicko-hyperkapnicka skupina.
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4.2. EXPOZICE LABORATORNIHO POTKANA 3TYDENNI
HYPOXII ZA SOUCASNEHO PODAVANI INHIBITORU
BATIMASTAT

421 VLIV 3TYDENNi HYPOXIE A HYPOXIE ZA SOUCASNEHO PODAVANI
BATIMASTATU NA TELESNOU HMOTNOST A HMOTNOST SRDCE

Expozice laboratorniho potkana chronické hypoxii (H) po dobu 3 tydn( vedla k poklesu
télesné hmotnosti. Absolutni hmotnost srdce poklesla, ale relativni hmotnost se zvySila,
zrovna tak jako relativni hmotnost prave i levé komory, index RV/LV+S se take zvysil
(Tabulka 9). Relativni zvétSeni bylo vy$si u pravé komory (o 37 %) neZz u levé komory
(0 15 %). Zadné statisticky vyznamné rozdily nebyly zji$tény mezi skupinou kontrolni (K) a
skupinou kontrolni (nehypoxickou) I|éenou batimastatem (K+B). V porovnani
s kontrolami,  |é¢ba hypoxickych potkanu batimastatem (H+B) zpUsobila pokles

relativnich hmotnosti srdce, a to redukci hmotnosti obou komor, RV o -15 %, LV 0 -15 %.
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Tabulka 9: Vliv 3tydenni chronické hypoxie a podavani batimastatu na télesnou hmotnost a
hmotnostni parametry srdce

Hodnoty jsou vyjadfeny jako priimér + SEM, BW - télesna hmotnost, HW — absolutni hmotnost srdce, RV-
hmotnost pravé komory srdce, LV - hmotnost levé komory srdce (bez septa), HW/BW — relativni HW,
RV/BW - relativni hmotnost pravé komory, LV/BW — relativni hmotnost levé komory, RV/LV+S — pomér
hmotnosti RV ku LV se septem. Hladiny statistické vyznamnosti: Ap<0,05 rozdiiné od kontrol; ®p<0,05
rozdilné od skupiny kontroly + batimastat; “p<0,05 rozdilné od hypoxické skupiny; ANOVA,

skupina pocet BW HW HW/BW
g mg mg.g”
Kontroly 12 308,33 + 7,51 775+ 27 2,52 +0,05
Kontroly + batimastat 12 29300%3,86  700+23 2,39+ 0,05
Hypoxické 12 191,00 + 4,61"% 617 + 41"° 322+ 0,17"°
Hypoxické + batimastat 12 182,33+ 6,08"° 532 x 14*°C 2,92 + 0,04"%¢
RV/BW LV/BW RVILV+S
mg.g” mg.g”
Kontroly 12 0,62%0,02 1,36 + 0,03 0,33 + 0,01
Kontroly + batimastat 12 0,60 + 0,01 1,22 £ 0,07 0,34 + 0,01
Hypoxické 12 0,99 + 0,08 160+ 0,10"® 0,44 +0,03"®
Hypoxické + batimastat 12 0,84+0,04"%°  178+0,07° 0,41 + 0,03"°

4.2.2 PROTEINOVA REMODELACE SRDECNIHO SVALU

Koncentrace metabolickych protein(i byla nizsi (0 -12,4 %) v RV hypoxickych zvifat
(17,9 £ 0,4 mg.g™" versus 20,4 + 0,9 mg.g” u kontrol), 19,2 + 0,5 mg.g” &inila koncentrace
v RV skupiny kontrolni + batimastat, nizsi (n.s.) byla u skupiny hypoxické + batimastat
(18,5 + 0,7 mg.g”") (Graf 6A). Na koncentraci metabolickych protein(i v LV neméla vliv ani
hypoxie ani batimastat (19,8 + 0,9 mg.g™ pro K; 19,9 + 1 mg.g”" pro K+B; 19,2 + 1 mg.g”

pro H; 19,5 + 0,7 mg.g'pro H+B). Hypoxie vyznamné zvysila koncentraci kontraktilnich
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protein(i v obou komorach (z 15,1 + 1,1 mg.g’' na 18,7 + 0,5 mg.g' vRVa z 15,5+ 0,6
mg.g' na 18,7 + 06 mgg’' v LV). Podavani batimastatu neovlivnilo koncentraci
kontraktilnich proteind v hypoxické skupiné (18,4 + 0,8 mg.g' vRV a 194 + 0,7 mg.g”
v LV), ale koncentrace byla vy$si v LV (18,7 + 0,5 mg.g’') u skupiny K+B, v RV se
statisticky nelisila (14,8 + 0,7 mg.g”') (Graf 6B).

VyraznéjS§i zmény byly pozorovany ve frakcich proteini ECM (Graf 6C).
Koncentrace rozpustnych proteini ECM byla mirné zvySena v RV (8,7 + 0,4 mg.g'1 oproti
7,9+ 0,6 mg.g”" uK) a snizena v LV u hypoxickych zvifat (7,9 + 0,7 mg.g” oproti 9,8 + 1,1
mg.g" u K). Ale soudasné podavani batimastatu v obou komorach vedlo ke snizeni
koncentrace té&chto proteinii (6,4 + 1,2 mg.g’' vRVa4,9+05mg.g" vLV). Koncentrace
u skupiny K+B ¢&inila 9,1 + 0,9 mg.g" vRV a 9,5 + 1,5 mg.g™'v LV. Pokles byl vyraznéjsi
v levé komofe, kde klesl o 52,3 %. Inhibice matrixovych metaloproteinaz v hypoxickych
podminkach  aktivovala zvySeni  koncentrace nerozpustnych slozek ECM
v obou komorach (26,8 + 0,9 mg.g”"' v RV oproti 24,0 + 08 mg.g" uH v RV a 288 + 04
mg.g”" oproti 20,5 + 0,9 mg.g” u H v LV) (Graf 6D): v LV samotna hypoxie zpisobila
statisticky vyznamny narlst jejich koncentrace. Koncentrace nerozpustnych protein(
v ECM u kontrol &inila 22,4 + 0,6 mg.g” v RV, 205 + 0,9 mg.g" v LV, u kontrol
s batimastatem 21,5+ 0,5mg.g" VRVa24,7+16mg.g" vLV.
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Graf 6: Efekt chronické 3tydenni hypoxie za sou€¢asného podavani batimastatu na koncentraci
proteinu. Koncentrace metabolickych (A) a kontraktiinich proteinl (B), rozpustnych protein(i extracelularni

matrix (C) a nerozpustnych proteinl extracelularni matrix (D). Koncentrace je vyjadfena v mg.g” vihké
hmotnosti srde¢ni tkané, obsah v mg. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primeér + SEM.

4.2.3 KONCENTRACE SRDECNIHO KOLAGENU

Kvantitativni zmény kolagennich molekul byly stanoveny pomoci hydroxyprolinu
(Graf 7). Zatimco koncentrace rozpustnych kolagennich proteind v LV vlivem hypoxie
i hypoxie s batimastatem byla vy$i (0,57 + 0,14 mg.g” u K; 0,53 + 0,19 mg.g”' u K+B;
0,67 + 0,09 mg.g" u H; 0,25+0,11 mg.g” u H+B), v RV zadné rozdily nebyly pozorovany
(Graf 7 A), pouze u skupiny hypoxické le¢ené batimastatem doslo ke snizeni koncentrace
hydroxyprolinu v porovnani s hypoxii samotnou (0,32 + 0,11 mg.g’ u K;
0,26 + 0,05 mg.g" u K+B; 0,57 + 0,11 mg.g’ u H; 0,5 + 0,1 mg.g" u H+B). Zmény
kolagennich proteintive frakci nerozpustné ECM (Graf 7 B) byly podstatné bohatsi.
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Inhibice MMP batimastatem za soulasného pusobeni hypoxie zpusobila zvys$eni
koncentrace kolagen v RV i LV (0,90 + 0,04 mg.g™ oproti 0,55 + 0,07 mg.g" uH v RV a
0,7 + 0,07 mg.g”" oproti 0,56 + 0,06 mg.g"' u H v LV. V LV véak doslo ke zvyseni
koncentrace i samotnou hypoxii a normoxii s podavanim batimastatu. Koncentrace
u kontrol &inila 0,45 + 0,13 mg.g”’ vRV a 0,39 + 0,03 mg.g™" v LV, pro normoxické kontroly
s batimastatem 0,66 + 0,10 mg.g' vRVa 0,6 + 0,06 mg.g”' v LV.

A

Hydroxyprolin v rozpustné ECM Hydroxyprolin v nerozpustné ECM
[ 1 konTrOLY [NY HyPoxiE P<0,01
Y
KONTROLY+BATIMASTAT - HYPOXIE+BATIMASTAT
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Graf 7: Koncentrace kolagenu ve frakci rozpustnych (A) a nerozpustnych (B) proteinii ECM v srdeéni
tkéani po 3tydenni hyPoxii a podavani batimastatu. Koncentrace kolagenu byla ur€ena stanovenim
hydroxyprolinu (mg.g~ vihké hmotnosti). Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SEM.

4.2.4 ZYMOGRAFIE MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ NA ZELATINE

Zymografii na polyakrylamidovem gelu (10 %) s Zelatinou byly detekovany lytické
z6ny odpovidajici aktivnim i proaktivnim formam MMP-2 (oblast 70 kDa) a MMP-9 (oblast
90 kDa). Z gelu je patrné, Ze hypoxie zpusobila zvy$eni aktivity obou MMP a jejich

proforem vRV i LV, inhibice batimastatem naopak snizeni v obou komorach jak
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u normoxickych, tak hypoxickych zvifat, v LV hypoxickych zvifat lé¢enych batimastatem

lytické zony témér vymizely (Obrazek 12).

KONTROLY HYPOXICKE KONTROLY+B HYPOXICKE+B

proMMP-9 MW

ey, (Da)

MMP-9 90 000
MMP-2

70 000

Obrazek 12: Reprezentativni zymograficky PAGE gel (10 %) s lytickymi z6nami matrixovych

metaloproteinaz z extraktu pravé (RV) a levé (LV) komory srdec¢ni a vliv 3tydenni hypoxie a podavani

batimastatu na jejich zymografickou aktivitu.
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4.3. DLOUHODOBA APLIKACE METAMFETAMINU
LABORATORNIMU POTKANOVI

4.3.1 VLIV APLIKACE METAMFETAMINU NA TELESNOU HMOTNOST A
HMOTNOST SRDCE

Vysledkem podavani metamfetaminu (MA) po dobu 9 tydnd bylo relativni snizeni télesné
hmotnosti v porovnani s kontrolni skupinou 0 9,8 % (Tabulka 10). ZvySovani hmotnosti po
dobu experimentu probihalo plynule, zjistili jsme nizsi hmotnostni pfirlstky u MA skupiny
(Graf 8). Zarovenn MA skupina méla v porovnani s kontrolni skupinou nizsi hmotnost
srdce, ale relativni hmotnost srdce se nezménila. Nebyl nalezen zadny statisticky rozdil

mezi ostatnimi hmotnostnimi parametry srdce.

Tabulka 10: Viiv podavani metamfetaminu na télesnou hmotnost a hmotnostni parametry srdce.
Hodnoty jsou vyjadieny jako prdmér + SEM, BW - télesna hmotnost, HW — absolutni hmotnost srdce, RV -
hmotnost pravé komory srdce, LV - hmotnost levé komory srdce (bez septa), HW/BW — relativni HW,
RV/BW - relativni hmotnost pravé komory, LV/BW — relativni hmotnost levé komory, RV/LV — pomér
hmotnosti RV ku LV. Hladiny statistické vyznamnosti: Ap<0,05 rozdilné od kontrol; t-test.

skupina pocet BW HW HW/BW

9 mg mg.g”
Kontroly 16 490,27 + 11,59 1178 + 24 2,37 +0,05
. 24 447,00 + 6,86" 1085 + 194 2,45+ 0,04

Metamfetamin
RV/IBW LV/IBW RVILV
K A
mg.g mg.g

Kontroly 16 0,54 £ 0,02 1,26 + 0,03 0,43 0,02
24 0,54 + 0,02 1,27 + 0,04 0,43 0,02

Metamfetamin
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Graf 8: Télesna hmotnost potkant v priibéhu 9 tydni podavani metamfetaminu.

4.3.2 VLIV PODAVANI METAMFETAMINU NA KVANTITATIVNI A KVALITATIVNI

ZASTOUPEN|I KOLAGENNICH PROTEINU

Podavani MA vedlo ke kvantitativnim zménam kolagennich proteinl pouze v LV,

kde koncentrace hydroxyprolinu klesla o 32 %. V RV pokles nebyl statisticky vyznamny

(Graf 9). Po elektroforetickém rozdéleni extraktu kolagen(i ze srdeéni tkané byly v obou
komorach detekovany kolageny typu I, 1l a V (Obrazek 13). Semikvantitativni analyzou

(analyzou obrazu) bylo zjiSténo, Zze v RV doslo ke zvySeni o, fetézce kolagenu typu | a

v LV « rfetézce kolagenu typu Il u skupiny, které byl podavan metamfetamin.
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P<0,01

kontroly MA kontroly MA

Graf 9: Koncentrace celkového hydroxyprolinu v srde¢ni tkani potkana po podavani metamfetaminu.
Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM.

oy(D)
a,(I)
% fragmenty
= fetézcl a

Obrazek 13: Reprezentativni elektroforeogram kolagenu extrahovanych ze srdeéni tkané levé
komory. K - kontroly, MA - skupina s aplikaci metamfetaminu.
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4.3.3 ZYMOGRAFIE MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ

Aktivita MMP-2 byla detekovana na zymografickém gelu (koncentrace 7,5 %)
v podobé 2 lytickych zon: 72 kDa (proforma) a 66 kDa (aktivni forma); zadné rozdily
v aktivité enzym0 nebyly nalezeny (Obrazek 14). Dale byly pfitomny i velmi slabé lytické
zbény odpovidajici MMP-9 (92kDa).

kontroly , metamfetamin

RV | (kDa)
MMP- 9 (92) kDa) 92
MMP- 2 (72 kDa)\_ | —— .
MMP-2(66kDa)/ S e Wl S L e A e 70
31
k I fi i MW
ontro metamfetami (kDa)
LV ‘
MMP- 9 (92) kDa) 92
MMP- 2 (72 kDa) "
MMP- 2 (66 kDa) ~ [ 70
31

Obrazek 14: Reprezentativni zymograficky PAGE gel (7,5 %) s lytickymi zénami matrixovych
metaloproteinaz z extraktu pravé (RV) a levé (LV) komory srde¢ni a viiv podavani metamfetaminu na jejich
zymografickou aktivitu.

4.3.4 STANOVENI METALOTHIONEINU

V krevnim séru potkani byly pozorovany 3 katalytické signaly adsorbovaného
metalothioneinu (€as akumulace byl 120 s). Ziskany voltamogram je uveden na obrazku
(Obrazek 15A). Pro dalsi kvantitativni analyzu byl pouZzit katalyticky signal Cat 2. Zavislost
vySky piku Cat 2 na koncentraci MT byla lineamni (y = 5,562x + 0,72; R?=0,9918).

Primérna hodnota koncentrace ¢inila 1,3 + 0,19 umol/l u kontrolnich potkan(, 5,4 + 0,72

umol/l u potkan(, kterym byl podavan MA. Koncentrace zde byla 4,15x vy$Si neZ u kontrol
(Obrazek 15B).
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Obrazek 15: Typicky DPV voltamogram z analyzy MT u potkan(, kterym byl podavan metamfetamin a
u potkand kontrolnich (A). MA(____ ), kontroly (------ ) a voltamogram podp(irného elektrolytu
obsahujiciho Co(NH3)sCl; bez MT (.......). Analyticky signal Cat 2 byl pouzit pro kvantifikaci MT.
Koncentrace MT u kontrol a skupiny s MA (B). Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM.



4.4. SOUBOR PACIENTU S PORUCHOU LIPIDOVEHO
METABOLIZMU

441 PARAMETRY LIPIDOVEHO SPEKTRA

U skupiny pacientl |é¢enych dietnim rezimem se hladiny lipidl statisticky
vyznamné nezménily: primérna hodnota koncentrace celkového cholesterolu pred 1é¢bou
byla 5,61 mmol/l a po 1éEbé 5,48 mmol/l; koncentrace HDL-cholesterolu se také vyrazné
nezménila. Aniv pfipadé LDL-cholesterolu i triacylglyceroll nebyla zména signifikantni
(Tabulka 11).

U pacientd [é€enych hypolipidemiky byl 3 mésice po zahajeni l1é€by zaznamenan
signifikantni pokles celkového cholesterolu z priimérnych hodnot 7,17 mmol/l na 6,14
mmol/l, LDL-cholesteroclu z 4,60 mmol/l na 3,81 mmol/l. Primérna koncentrace HDL-
cholesterolu se nezménila. Pokles koncentrace triacyiglycerold z 3,12 mmol/l na 2,13
mmol/l byl také vyznamny (Tabulka 12).

Tabulka 11: Parametry lipidového spektra u zdravych kontrolnich osob a pacient(
s dyslipoproteinémii (DLP). Hodnoty jsou vyjadreny jako primér + SEM, Ap<0,05 rozdilné od kontrol;
t-test.

DLP pacienti pfed terapii kontroly ‘

,, 0 1w

Vek i 51,5419 [ 43415 J
Pohlavi (n, muzi/Zeny) 20/20 [ 20/20 J
Cholesterol (mmol/l) J 6,39 + 0,23" [ 4,66+ 0,79 J
HDL-cholesterol (mmolll) | 1,37 £0,59 | 1,42 £ 0,58 [
LDL-cholesterol (mmol/l) 4,05+0,21" 2,76+ 0,08 j
Triacylglyceroly (mmol/l) \ 2,68 £0,38" 1,26 + 0,07 J
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Tabulka 12: Charakteristika pacienti s DLP pred a 3 mésice po lé€eni dietnim opatienim nebo
farmakoterapii. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM!Ap<O,05 rozdilné od kontrol; t-test.

Celkovy HDL- LDL-
Triacylglyceroly
n cholesterol cholesterol cholesterol
(mmol/l)
(mmol/l) (mmolll) (mmol/l)
’7 DLP pacienti pfed I
_ 20 561+0,26 1,36 £ 0,08 3,49 +0,23 2,24 + 0,53
dietou
L _ ]
DLP pacienti 3 mésice
20 5,48 + 0,24 1,33+ 0,07 3,43+ 0,21 1,72+ 1,20
po dieté
DLP pacienti pred
o 20 7,17 £ 0,28 1,38 £ 0,09 460+0,32 3,12+ 0,55
farmakoterapii
DLP pacienti 3 mésice | >0 | 614+021* | 138+008 | 3,81+0,18" | 213%026"

‘L po farmakoterapii

P
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4.4.2 ZYMOGRAFICKA AKTIVITA MMP V SERU PACIENTU S DLP

PFi provadéni zymografie bylo tfeba pfizplsobit metodu pouzivanou k extrakci MMP
z tkané a vyizolovat MMP ze séra (kapitola 3.3.8). Red&nim vzorkil séra kakodylatovym
pufrem v rizném poméru bylo dosazeno optimalnich vysledk
a dostate¢né ostrosti lytickych zén. Zymografii byla prokazana aktivita Zzelatinazy A (MMP-
2) a zelatinazy B (MMP-9) v misté vyskytu lytickych zén (Obrazek 16). Aktivitka MMP-9
byla pfitomna v podobé 3 Iytickych zén o molekulové hmotnosti 121, 92 a 84 kDa. Neda
se jednoznacné fici, Ze farmakoterapie zpusobila pokles zymografické aktivity, spiSe byly
pozorovany rozdily mezi jednotlivymi Iytickymi zénami. Aktivita Zelatinazy
A (MMP-2) byla reprezentovana lytickou zénou o molekulové hmotnosti 72 kDa. Rozdily
v aktivité MMP-2 mezi pacienty pred farmakoterapii a po farmakoterapii nebyly

pozorovany.

MMP-9 (121 kDa)

MMP-9 (92 kDa)

MMP-9 (84 kDa)

MMP-2 (72 kDa)

Obrazek 16: Reprezentativni zymografie matrixovych metaloproteinaz na gelu s Zelatinou (koncentrace
polyakrylamidu 7,5 %) s Zelatinou v krevnim séru pacientt s DLP pfed Ié¢bou statiny (A) a po 3 mésicni
|é¢bé (B). L — nizkomolekulovy proteinovy marker, H — vysokomolekulovy proteinovy marker.

94



4.4.3 STANOVENi KONCENTRACE MMP-3 A MMP-9 U ZDRAVYCH JEDINCU A
PACIENTU S DYSLIPOPROTEINEMII; VLIV DIETY A FARMAKOTERAPIE

Koncentrace MMP-3 byla niz§i u kontrolniho souboru nez u souboru pacientl
s dyslipoproteinemii (DLP). Statisticky vyznamny byl rozdil sérovych koncentraci MMP-9
mezi zdravymi jedinci a pacienty s DLP (Tabulka 13). Koncentrace MMP-3 Cinila pred
dietnim zasahem 8,31 £ 1,36 ng/l, po dieté 5,40 + 0,99 ng/l, pokles nebyl statisticky
vyznamny (Graf 10). Ani farmakoterapii nedoslo k vyznamné zméné (9,5 + 3,40 ug/I
versus 6,76 + 1,32 ug/l). Pokles koncentrace MMP-9 byl statisticky vyznamny, z 38,32 +
4,50 nug/l pfed terapii na 27,36 + 2,58 ug/l po terapii hypolipidemiky, vliv dietniho rezimu
neby! statisticky potvrzen, koncentrace pfed dietou Cinila 38,18 + 2,84 ug/l, po dieté 31,69
+ 1,90 pg/l (Graf 10).

Tabulka 13: Koncentrace MMP-3 a MMP-9 u pacientt s DLP a kontrolnich osob. n= pocet subjektl
v souboru. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SEM, Ap<O,05 rozdilné od kontrol; t-test.

n MMP-3 (ug/l) MMP-9 (pgil)
Pacienti s DLP 40 8,90 + 1,81 36,66 + 2,67
Zdravé kontroly 40 7,52+ 0,71 16,33 £ 1,72 %
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Graf 10: Koncentrace MMP-3 a MMP-9 u pacientu s DLP pred dietnim zasahem a po dieté

a u pacientl s DLP pfed farmakoterapii a po farmakoterapii. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér +
SEM; t-test.
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4.5. SOUBOR PACIENTU S TRAUMATICKYM POSKOZENIM
MOZKU

451 KONCENTRACE METALOTHIONEINU U PACIENTU S PORANENIM MOZKU

Priimérna koncentrace metalothioneinu v séru pacientt ze skupiny | (GCS =15) se
statisticky nelisila (p<0,25) od skupiny Il (GCS < 15) béhem prvnich 3 dnu po poranéni
ani 4.-8. den po poranéni. OvSéem prfi porovnani hodnot 1.-3. den a 4.-8. den doslo
ke zvySeni koncentrace MT u obou skupin, u skupiny 1l bylo toto zvysSeni statisticky

vyznamné (Tabulka 14).

Tabulka 14: Prumérné hodnoty metalothioneinu béhem hospitalizace pacientd s TBI. Hodnoty jsou
vyjadieny jako pramér + SEM, Ap<O,O5 1.-3. den vs.4.-8. den; t-test.

MT (umol/l) MT (umol/l)
1.-3. den 4.-8. den
Skupina | 0811 +0,184 1,462 + 0,306"
Skupina Il 1,157 + 0,205 1,423 + 0,228

U 3 pacientd ze skupiny I, u kterych bylo diagnostikovano difuzni-axonalni poranéni
mozku byly hladiny MT zvy$ené aZ kolem 3 pmol/l. Casovy vyvoj hodnot b&hem

hospitalizace jednoho z pacient(l je znazornén v tabulce (Tabulka 15).
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Tabulka 15: Casové zavisly profil koncentrace MT béhem hospitalizace u pacienta s diagnézou
difuzniho-axonalniho poranéni mozku.

Den 1 2 4 7 9 11 14
MT (umol/l) 1,679 2,183 3,305 1,662 1,599 0,989 1,951
3,5
3
2,5
£ 2
£
3
E 1,54
1 1
0,5
0
/] 2 4 6 8 10 12 14 16

Den hospitalizace

4.5.2 KONCENTRACE MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ U PACIENTU
S PORANENIM MOzZKU

Koncentrace MMP-2 béhem 1.-3. dne u pacientl ze skupiny | (s mirngj§im

poranénim mozku) byla naméfena primérna koncentrace MMP-2 682,5 + 51,99 ng/l
(Graf 11A). Rozdil mezi skupinami byl statisticky vyznamny (p<0,05). Také primérna
koncentrace MMP-9 béhem 1.-3. dne (Graf 11) se statisticky liSila u skupiny | a Il (92,80
+ 9,73 pg/l oproti 146,5 + 26,01 ug/l).

Béhem 4.-8. dne hospitalizace jiz nebyly nalezeny Zadné rozdily ani
v koncentracich MMP-2 (651,2 + 40,77 pg/l versus 617,9 + 53,41 pg/l) ani u MMP-9
(232,6 + 35,23 pg/l oproti 130,6 + 31,27 ug/l) mezi skupinou | a skupinou Il pacientl
s traumatickym poskozenim mozku (Graf 12).
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Graf 11: Koncentrace MMP-2 a MMP-9 v séru u pacienta s TBI 1.-3. den hospitalizace. Hodnoty jsou
vyjadieny jako pramér + SEM, p<0,05 skupina | vs.skupina Il; t-test.
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Graf 12: Koncentrace MMP-2 a MMP-9 v séru u pacientd s TBI 4.-8. den hospitalizace. Hodnoty jsou
vyjadreny jako primér + SEM, p<0,05 skupina | vs.skupina Ii; t-test.
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5.Diskuse

5.1. EXPOZICE LABORATORNIHO POTKANA 4DENNi
HYPOXII A 4DENNi HYPOXII S HYPERKAPNII

Chronicka 4denni hypoxie a hypoxie s hyperkapnii indukovaly zmény
v hmotnostnich parametrech srdce, proteinové kompozici srde¢ni extracelularni matrix,
koncentraci kolagenii a v genové expresi kolagenll, zmény vexpresi a aktivité

matrixovych metaloproteinaz.

Je znamo, Ze zvySena tlakova zatéZz bé&hem hypoxii indukované rezistence
pulmonalniho fecisté vede k pravostranné hypertrofii (Pelouch et al., 1997). ZvySena
hmotnost pravée komory byla dokumentovana po 7, 10 dnech a 3 tydnech expozice
izobarickym (normobarickym) hypoxickym podminkam (Johnson et al., 1983, Stockmann
et al., 1988, Kukacka et al., 2002). Néktefi autofi dokonce zjistili pravokomorovou
hypertrofii jiZ po 5 dnech (Sheedy et al., 1996), my jsme zjistili, Ze i kratkodoba chronicka
hypoxie (4 dny) vede k hypertrofii pravé komory. Navic 4denni expozice hypoxickym
podminkam vedla k poklesu télesné hmotnosti zvifat. Bylo to zfejmé zpUsobeno
snizenym pfijmem potravy a vody v normobarické komofe. V nasem experimentu doslo
k vys$si rlstové retardaci u zvifat vystavenych vy$si koncentraci CO,; hyperkapnie tedy
prispéla ke snizeni télesné hmotnosti. Zatimco toto muze byt stresovy faktor v prvni ¢asti
aklimatizace na chronickou hypoxii, hyperkapnie v kombinaci s chronickou hypoxii méla
protektivni charakter. Rozdily mezi télesnou hmotnosti kontrolnich a experimentalnich
zvirat Zijicich po dlouhou dobu v hypoxickych-hyperkapnickych podminkach se vyrazné
lisily od téch, co zili jen v hypokapnickych (Neckar et al., 2003).

Absolutni hmotnost srdce nebyla pozorovana u hypoxickych potkand, ale relativni
hmotnost stejné jako relativni hmotnost pravé i levé komory byly zvySeny. Toto byl
vysledek nizsi télesné hmotnosti jak u hypokapnickych, tak hyperkapnickych zvirat.
Zvy$ena relativni hmotnost v hypokapnii byla zfejmé zpusobena jen zvySenim hmotnosti
pravé komory, v hyperkapnii zvy$§enim RV i LV. Doposud nejsou znama zadna pfima

experimentalni data, ktera by uvadéla informace o zvySeném tlaku v pulmonalni cirkulaci
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v prvnich chvilich hypoxie, ale potlaéena reaktivita na hypoxicky podnét (v rozsahu
0-10 % O3 ) a jiné rezistivni vlastnosti plicniho recisté byly posunuty smérem k vys§im
tlakim u hypoxickych zvifat vystavenych 5 dn(i izobarické hypoxii (Lachmannova and
Herget, 2002). Na druhé strané chronicka hypoxie v eukapnii indukovala pravokomorovou
kardiomegalii hypertenzi v pulmonalni cirkulaci, ktera byla nasledkem pulmonalni
vasokonstrikce a morfologické a biochemické remodelace plicnich cév (Adnot et al., 1991,
Ooi et al.,, 2000). Podobné vysledky byly pozorovany u zvifat po plsobeni chronické
intermitentni hyperkapnické hypoxie (McGuire and Bradford, 2001), ale pravokomorova
hypertrofie zde byla méné vyvinuta nez u eukapnickych hypoxickych zvirat (Nattie et al.,
1978, Baudouin and Bateman, 1989).

Hypoxie je stimul pro sekreci ANP v srdci. Nékteré studie in vitro prokazaly, ze
hypoxicky stimul miZe pfimo indukovat genovou expresi ANP bez pfitomnosti
hemodynamickych, neuralnich nebo hormonainich vlivii (Lew and Baertschi, 1989, Chen
et al., 1997). Analyzovali jsme mRNA ANP proto, abychom ovéfili, zda zvoleny hypoxicky
stimul na srdecni komory byl dostate¢ny, a dale proto, zda v komore nastaly hypertrofické
zmeény, protoZe nékteré prace uvadéji, ze mRNA ANP je seniitivni indikator téchto zmén
(Ruskoaho et al.,, 1997). Absence odpovédi srdeCnich komor na é);presi mRNA ANP
beéhem hypoxie v nasi studii by mohla byt vysledkem nedostateéného hypoxického
stimulu. Nékteré studie in vivo totiz ukazaly, Ze krat$i hypoxicky stimul nez 4 dny nemél
zadny vliv na expresi genu pro ANP (Johnson et al., 1997). V nasSe praci jsme sice
neanalyzovali viliv izolované hyperkapnie na genovou expresi ANP nebo jeho
plazmatickou koncentraci, ale existuji prace, které dokumentuji vzriist genové exprese
ANP az o 100 % vlivem hyperkapnickych podminek (Clozel et al., 1989). V nasi studii
jsme pozorovali vysoce zvySenou expresi genu ANP v pravé komoife hypoxickych-
hyperkapnickych potkanl, coZz jednoznacné svédéi o pfitomnosti hemodynamickych
zmén v této casti srdce, pravdépodobné na zakladé zvySenych tlakl pfi plnéni srdce
(Chabot et al., 1995).

Zmény hmotnostnich parametrl srdce byly doprovazeny proteinovou remodelaci
srdecni svaloviny. Kromé toho byla pozorovana zménéna genova exprese obou hlavnich
srdeénich kolagenl a matrixovych metaloproteinaz. Chronicka hypoxie je vyznamnym
stimulem pro kvantitativni i kvalitativni prestavbu myokardu. Prokazali jsme, Ze
kratkodoba hypoxie je schopna vyvolat proteinové zmény ve skupiné, kde soucasné

plsobila hyperkapnie. ECM srdeéniho svalu je sloZzena zrGznych kolagend,
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proteoglykan(, glykoproteint a elastinu. V§echny tyto komponenty maji rlizné strukturni
subtypy, které jsou v nékterych pfipadech specificky exprimovany jenom v srdec¢ni tkani,
jiné jsou pro srdeéni tkan typické, i kdyz se nachazeji i v jinych tkanich (napf. kolagen | a
Ill). Rada enzymi participuje na degradaci slozek kardialni ECM a cela fada rlstovych
faktor(i naopak umoznuje jejich syntézu a lokalizaci v ECM srdec¢ni tkané (Kukacka et al.,
2005). lzolace pepsinem rozpustné a pepsinem nerozpustné frakce proteini ECM se
soucasnou analyzou hydroxyprolinu v nich a s technikami molekulové biologie (prikaz
mRNA pro rlzné typy kolagenl) umoznila analyzovat biochemicky charakter ECM a jeji
remodelaci pod viivem hypoxickych podminek. Tfi rizné pfemény proteinové skladby by
mohly nastat v hypoxickém myokardu: a) kvantitativni premény protein ECM,
b) kvantitativni zmény celkového kolagenu nebo jednotlivych jeho typl, c) kvalitativni
zmény proteind ECM. 4 dny hypoxie zménily proteinovy profii ECM pouze u skupiny
hypoxicko-hyperkapnicke; tyto zmény se tykaly pravé komory. Proteinova pfestavba ECM
byla charakterizovana vy$si koncentraci rozpustnych proteintit ECM, tedy frakce, ktera je
zastoupena pfedevSim nové syntetizovanymi molekulami. To vyplynulo jak z analyzy
typu Ill. Zvy3eni syntézy tohoto kolagenu je typické pro vznik hypertrofie myokardu
(Pelouch and Jirmar, 1993). Tato zména je patrna jiz v dobé, kdy neni pozorovana zadna
zména v absolutnich hmotnostech jednotlivych komor. Funkéni viastnosti jednotlivych
kolagent v srdecni tkani nejsou jesté zcela pochopeny. Na druhé strané koncentrace
celkového hydroxyprolinu v tkani RV hypoxicko-hyperkapnickych potkanl poklesla, rast
nekolagennich a kolagennich slozek myokardu je disproporéni. Kratkodoba hypoxie
v nasi experimentalni sestavé zpuUsobila zvySeni mnozstvi maturovaného, tedy
kolagenniho materialu s vy§S§im mnozstvim pficnych vazeb (,cross-links"), to
pravdépodobné prispélo k redukci jeho degradace. MnozZstvi kolagennich proteinl
v myokardu je vysledkem mnoha faktorli dynamické rovnovahy mezi jejich syntézou a
odbouravanim. RGzné kolagenazy (pfedev§im MMP-1, MMP-8 nebo MMP-13) nebo
zelatinazy se spole¢né se svymi tkdnovymi inhibitory podileji na remodelaci biochemické
skladby ECM v hypoxickém myokardu (Tyagi et al., 1997, Rouet-Benzineb et al., 1999,
Kukacka et al., 2005). Tento stav hypoxické srdecni tkané muze byt aktivovan takeé
riznymi ROS nebo zménami hladin natriuretickych hormonu &i cytokinl (Rajagopalan et
al., 1996, Kinugawa et al., 2000). MMP-9 je inaktivovana predevsim tvorbou specifického
komplexu s TIMP-1. OvSéem TIMP-1 mRNA nemusi vzdy korespondovat s poklesem
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aktivity MMP (Nishikawa et al., 2003). Potlaceni genové exprese pro MMP-2 a TIMP-1
bylo pozorovano v RV béhem obou experimentalnich pfistupd. NemizZeme jednoznaéné
fici, zda tyto zmény na urovni mRNA koresponduji s koncentraci samotného proteinu,
protoze pro MMP-2, MMP-9 a TIMP-1 neexistuje pozitivni korelace mezi mnozstvim
proteinu a mRNA (Lichtinghagen et al., 2002, Greenbaum et al.,, 2003). Kromé toho
zvlasté matrixové metaloproteinazy prodélavaji mnoho rlznych potranskripénich a
potranslacnich Gprav, nez dojde skuteéné& ke wvzniku funkéni proteinové molekuly
z primarniho transkriptu. Tim se velmi mdze liSit jejich biologicky polo¢as in vivo, zaroven
jsou to enzymy, které jsou na rlznych urovnich in vivo aktivovany a inhibovany
mnozstvim nezavislych mechanizmd (Kukacka et al., 2005). Mlzeme se domnivat, Ze
MMP-2 ma vyssi aktivitu specificky v RV kontrolni skupiny proto, ze poklesla exprese
mMRNA pro MMP-2 a TIMP-1 pravé v RV zvifat vystavenych 4denni hypoxii a ze doslo
zaroven ke zvySeni koncentrace kolagenu. Tyto zmény vznikly bez zavislosti na
koncentraci CO,.

Vliv ANP na proteinovou remodelaci myokardu neni jednoznacny. Bylo dokazano,
ze vrlst mnozstvi ANP potiaduje syntézu kolagenu, ktera je typicka pro hypoxii
indukovanou preménu srdeéni tkané (Ogawa et al., 2000, Ogawa et al., 2001). Syntéza
kolagent typu | a lll potkanimi srdeénimi fibroblasty ve tkanové kultufe byla stimulovana
hypoxii a stimulacni efekt byl navic ovlivnén pfitomnosti ANP nebo BNP v kultivacnim
meédiu (Nakagawa et al., 1995). Nase vysledky, kdy pravokomorova hypertrofie vyvolana
hypoxii-hyperkapnii je spojena se vzristem ANP mRNA a zaroven kolagenem I[ll mRNA,
jsou zcela nové. NemlZeme vsak jednoznacéné fFici, zda tyto zmény ANP jsou pfimo
zodpovédné za biochemickou remodelaci ECM. Ktomu by bylo potfeba dalSich

experiment(.
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5.2. EXPOZICE LABORATORNIHO POTKANA 3TYDENNI
HYPOXII - VLIV BATIMASTATU

Z nasSeho experimentu vyplynulo, Ze podavani inhibitoru matrixovych
metaloproteinaz batimastatu ovlivni srde¢ni hypertrofii u hypoxickych zvifat. Ta vznika
jako kompenzaéni mechanizmus srdecni tkané na tlakové a objemové pretiZzeni
myokardu. Chronicka hypoxie po 3 tydnech plsobeni vyvolala u potkan( pravostrannou
hypertrofii srde¢ni komory, coz je vsouladu i s jinymi pracemi (Morrell et al., 1995,
Blumberg et al., 2002, Herget et al., 2003). Ty dokumentuji vasokonstrikci a strukturalni
remodelaci pfi chronické hypoxii v pulmonalni cirkulaci, ménici se pulmonalni
hemodynamiku vedouci k plicni hypertenzi a selektivni hypertrofii RV. Navic pulmonalni
vasokonstrikce
a systémova vasodilatace pfi expozici hypoxii jesté stimuluji erytropoézu, ktera vede
k polycytemii spojené se zvySenim viskozity krve (Barer et al., 1983, Winslow et al.,
1984). Kromé hypertrofie RV, jejiz relativni hmotnost byla zvySena o 37 %, doSlo i
ke zvy8eni hmotnosti LV (0 15 %). Tento rozdil je v souladu s faktem, ze kazda z komor
se naléza v podminkach chronické hypoxie v pomérné odlisnych hemodynamickych
situacich. Za fyziologickych podminek je systolickd a diastolicka zatéz vyssSi u LV nez
u RV, komoroveé septum se stava konkavnéjSim s ohledem na centrum prohlubné LV,
vysledkem je relativné okrouhly kratkoossy pfi¢ny fez levé komory (Lima et al., 1986).
Naopak expozice chronické hypoxii indukuje tlakové pretizeni RV a zhoreni plnéni LV na
ukor normalni systolické faze, protoZze se septum posouva levostranné bez znatelného
zhorSeni systolické funkce LV per se. Funkéni a strukturaini odliSnost obou komor je
patrna i z naseho experimentu, kdy podavanim inhibitoru doslo za sou¢asného plsobeni
hypoxie k redukci pravostranné hypertrofie, naopak ke zvySeni relativni hmotnosti LV.
Tato zména muze souviset predevsSim s odliSnou proteinovou skladbou obou komor a
koneéné i s li§icim se procesem remodelace komoroveé tkané a ulohou MMP v ni. Cely
proces remodelace mizeme rozdélit na tfi faze. BEhem pocatecniho stadia se zvySuje
aktivita MMP a dochazi k degradaci kolagenu. Nasleduje stadium kompenzace, které je
charakterizovano navratem aktivity MMP a koncentrace kolagenu k normalnim hodnotam.
Po vycéerpani kompenzacnich mechanizm( je typicky opét narlst aktivity MMP a
postupna fibrotizace tkané (Potacova et al., 2005). Hypertrofie u tlakového pretizeni je

koncentrického razu, dochazi k zesileni stény komory bez zvétSeni objemu komory.
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Zesileni komorové stény je vysledkem zvétSeni priméru myocytl bez zmén v jejich poctu
a k rozsahlé prestavbé ECM kolem nich (Kukacka et al., 2005, Opie et al., 2006). Odli§né
hypertrofuji komory i vlivem chronické a intermitentni hypoxie, jak je to znazornéno na
obrazku (Obrazek 17). '

Normoxie Chronicka Intermitentni
hypoxie

hypoxie

Obrazek 17: Transverzalni fez myokardem potkana v normoxii, chronické hypoxii a intermitentni
hypoxii. IS — intreventrikularni septum, LV - leva komora, RV — prava komora, Pfevzato z Corno at al.
(2004).

Zjistovali jsme efektivitu davky batimastatu na inhibici MMP zymograficky.
Prokazali jsme, Ze hypoxie zvySuje a batimastat sniZuje lytické zény na zymografickém
gelu v podobé MMP-2 a MMP-9 a jejich proforem (Obrazek 12). To zarovefi potvrzuje
vlastnost batimastatu jako Sirokospektrého inhibitoru MMP. Je ov8em nutno zminit, Ze pfi
zymografické metodé by mohlo dochazet k omezeni vazby inhibitoru na molekuly MMP a
tudiz nedetekujeme skutec¢ny stav aktiviti MMP. Nicméné i pfesto jsme zaznamenali
zmény, a to jenom dokladuje skuteénost, Ze batimastat podavany v experimentu vyvolal
i zmény v expresi, sekreci a degradaci metaloproteinaz. Nasi domnénku podporuji
i nékteré prace, které dokladuji pozitivni korelaci mezi zymografickou detekci a analyzou
pomoci Western blotu MMP inhibovanych in vivo riznymi typy syntetickych inhibitord
(Makela et al., 1999). Zaroven jsme zymografii potvrdili jiz diékutovany rozdil mezi
prfestavbou tkané RV a LV. VLV byly zaznamenany skuteéné veimi slabé lytické zény
MMP v hypoxickych podminkach za podavani batimastatu. Tento stav kolagenolytické
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aktivity by vysvétloval, pro¢ na rozdil od RV se leva komora v hypoxii za souc¢asného
podavani batimastatu zvétSovala.

Sirokospektré syntetické inhibitory, mezi néz batimastat patfi, jsou schopny inhibovat
také jiné proteinazy, napf. TNF-a konvertujici enzym, ktery mlzZe ménit zanétlivou
odpovéd. Batimastat pouzivany v naSem experimentu inhibuje MMP-1, 2, 3, 7 a 9. Uvadi
se, Ze pfi oralnim podavani se prodluzuje jeho plazmaticky poloc¢as a je v tomto pfipadé
schopny inhibovat i MMP-12 (Botos et al., 1996, Hidalgo and Eckhardt, 2001a).
Sirokospektré inhibitory jsou konstruovany primarné pro pouziti v onkologii, ale
v experimentalni a klinické kardiologii by bylo vhodné&j$i pouzivat vysoce selektivni
inhibitory pro jednotlivée MMP tak, jak se uplatfiuji v remodelaci srdeéni tkané v rlznych
patologickych procesech. Problematicke je i to, ze MMP se uplatiuji v normalnich
procesech remodelace mnoha tkani a dlouhodoba inhibice téchto enzym( by mohla
narusit strukturu a funkci jinych tkani.

Casovy profil aktivace matrixovych metaloproteinaz byl dokumentovan na fadé
experimentalnich modelt srde¢niho selhani a u rlznych druhl laboratornich zvifat a to
jak pomoci stanoveni genové exprese, tak pomoci méfeni aktivity zymografii (Cleutjens,
1996, Kukacka et al., 2005). Je velmi pravdépodobné, Ze r(zné podnéty mohou
v myokardu indukovat rizna spektra genové exprese MMP. Napfiklad vznik objemového
pretizeni srdce ( vedouci az k mitralni regurgitaci) je spojen s naristem MMP-3. Naopak
tlakové pretizeni vedouci ke stendze aorty nebylo doprovazeno narlistem MMP-3. Riizné
pri¢iny pretizeni mohou proto vyvolavat odliSné zmény v expresi metaloproteinaz, které
nasledné urcuji remodelaci komory (Spinale et al., 2000a, Spinale et al., 2000b). Jednim
z moznych vysvétleni zvySené aktivity MMP je ztrata endogenni inhibice. Relativné
novym objevem je pozorovany narlst hladin MMP bez korespondujiciho signifikantniho
zvySeni mRNA (Li et al.,, 2000b), coz se potvrdilo i vexperimentu s 4denni hypoxii
(Kukacka et al., 2007a).

Pfestavba srdecni tkané po chronické tlakové nebo objemové zatézi ve vysledku
vytvofi tkan morfologicky odli$nou, ale ta nemlze byt plnohodnotna s plavodni tkani,
ztraci predevSim svoji vlastnost kontraktility. Reorganizace tkané znamena zvySeni
syntézy slozek ECM. Inhibici MMP omezime prvni fazi pfestavby tkané, kdy tyto enzymy
rozrusuji plvodni struktury tak, aby mohly byt v dalSich fazich vytvofeny struktury nové.
Snizeni syntézy rozpustnych protein ECM na Ukor zvy$eni koncentrace nerozpustnych

proteinll ECM bylo pozorovano v obou komorach. Nové syntetizovanych slozek (bez
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,cross-links* elementl) ubylo nebo zfejmé dochazi k jejich intenzivnéj§i maturaci (vznik
,cross-links* elementl) a zapojeni do vytvarenych struktur extracelularni hmoty, ktera
obklopuje myocyty, a nedochazi k jejich nezadouci akumulaci, jak je to znamo i u jinych
kardiomyopatii (Spinale et al., 1991, Rohde et al., 1999, Creemers et al., 2001, Baicu et
al,, 2003). Stimto koresponduje i koncentrace kolagennich proteinl jako maijoritnich
slozek ECM myokardu. Pravé uloha fibrézy a tedy i pfitomnost kolagenu s ,cross-links*
nebo Kkolagenll bez ,cross-links® v komorové remodelaci je stale kontroverzni.
Intersticialni zmény béhem remodelace srdecni tkané jsou pravdépodobné vice spojené
se zvy$enou aktivitou MMP a poklesem kolagen( s ,cross-links" elementy (Badenhorst et
al., 2003). Tyto zmény jsou povazovany za zasadni k nachylnosti kolagenni matrix
k degradaci pomoci MMP a k soucasnému rozvolnéni myocytl. MozZnou limitaci nasi
studie by mohia byt nepfima analyza koncentrace kolagenu a mnozstvi proteinit ECM,
aviak obé tyto metody jsou bé&Zné uZivané a respektované (Stegemann and Stalder,
1967, Pelouch et al., 1995, Badenhorst et al., 2003). '
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5.3. DLOUHODOBA APLIKACE METAMFETAMINU

PfestoZze je metamfetamin znama a navykova latka, jejiz roz$ifeni v poslednich 20
letech celosvétové vzrostlo, je zarazejici, Ze existuje jen nékolik experimentalnich nebo
klinickych praci, které se zabyvaji zdravotnimi dopady spojenymi s jeho uzivanim. Pfitom
je znamo, Zze kromé postizeni CNS, vyvolava MA celou rfadu dalSich komplikaci, které
zahrnuji neurologické, gynekologickeé, gastrointestinalni, renalni, endokrinni a pfedevsim
kardiovaskularni poruchy, které jsou u dlouhodobych uzivatell hlavni pfic¢inou umrti. (Yu
et al, 2003). Nase experimentalni prace vychazela z publikovanych poznatk(
0 uzivatelich metamfetaminu, ktefi zemreli vétSinou na kardiovaskularni komplikace. U
nich jsme v autoptickych vzorcich myokardu a cév analyzovali abnormalni zmény v ECM
(Vajtr et al., 2002).

VétSina praci se pfi sledovani kardiovaskularnich komplikaci spojenych
s dlouhodobym uzivanim MA opira o klinické poznatky nebo analyzu autoptickych
materiald. MA vyvolava mnoho kardiovaskularnich problémi, mezi néz patfi zvySeny
srdecni tep, arytmie, zvySeny krevni tlak a nevratné zmény v mozkovych cévach, vedouci
k iktusu (Varner et al., 2002). Intravendzni podavani MA u krys zpUsobilo zménu krevniho
tlaku, ktera se skladala z po€atecniho rychlého zvySeni a bifazické zmény srdecniho tepu
sestavajici z bradykardie a nasledovanou tachykardii (Varner et al., 2002). Pfedavkovani
MA indukovalo tachykardii, atrioventrikularni arytmie, ischemii myokardu a akutni
hypertenzi (Derlet and Horowitz, 1995). Chronické uzivani MA vede u lidi k zanétu
srde¢nich oballi, k bunééné infiltraci, hypertrofii myokardu, fibréze, az k rupture myokardu
(Yu et al.,, 2003). U potkana bylo mozno po dlouhodobém uzZivani MA pozorovat
degeneraci myocytl, nekrézu, myocytolyzu, kontrakéni pasy, atrofované myocyty, fibrézu,
ztratu myoglobinu a dysfunkci mitochondrii v myokardu (Kaiho and Ishiyama, 1989, He et
al., 1996).

U chronickych uzivatelll dochazi ke zménam hemodynamickych parametrl srdeéni
funkce. U mysi dochazi, vzhledem k témto zménam, k poklesu kontraktility LV a zvétSeni
LV (Yu et al., 2002).Hypertrofie LV je nachazena i u lidskych autoptickych vzorkd (Yu et
al., 2003). Z nasich vysledkd vyplyva, ze chronické podavani metamfetaminu po dobu

9 tydnd v davce 1 mg/kg/den sice zplsobi hmotnostni retardaci u laboratorniho potkana,
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ale nevyvola hypertrofii levé ani pravé komory. Také He aj. podavali potkanovi stejnou
davku MA po dobu 56 dnu, nena$li vSak zadné rozdily mezi hmotnosti srdce ani
tloustkou stén RV ¢€i LV u kontrol a pokusnych zvifat (He et al., 1996). Vétsi davky
metamfetaminu ziejmé ke zménam hmotnostnich parametrll vedou, jak se nam to
podafilo prokazat v jiném experimentu, kdy MA byl potkanovi podavan po dobu 1 mésice
v davce 5 mg/kg/den (Kukacka et al., 2007b). Pokles hmotnosti je v8ak zcela v souladu
s dalSimi vlastnostmi MA, tedy jako ucinného anorektika (Yu et al., 2003). Metamfetamin
mizZe mit na vznik hypertrofie komor i pfimy efekt, jak to bylo prokazano na experimentu
s kardiomyocyty v tkanové kultufe. Ty sice po expozici MA (0,5 - 1 mmol.dm™)
v kultivaénim meédiu prvnich 7 dnlQ ztratily schopnost bunééného propojovani a
prodluZzovani, ale po pfeneseni do normalniho média a inkubaci po dobu 6 dni a
opétovnému vystaveni MA (0,05 - 0,1 mmol.dm™) doslo ke zvétseni prifezu bunék
s bohat§im mnozstvim aktinovych viaken (Maeno et al., 2000a). U uzivatell MA a
u experimentalnich zvifecich modelll s administraci MA bude mit na rozvoj hypertrofie
myokardu ziejmé vliv pfimé i nepfimé plisobeni MA.

Dalsi mirné zmény v srdecni tkani (vakuolizace pericytli nebo perivaskularni zasoba
makrofagll) je véak mozZno pozorovat na bunécné urovni. Vzhledem k tomu, Ze nebyla
prokazana perivaskularni ani intersticialni fibr6za v komorové tkani pokusnych zvifat, ani
vyS5i koncentrace hydroxyprolinu, pfedpokladame, Ze k remodelaci srdeéni tkané
nedochazi. Vleve komore pokusnych zvifat byla naopak zjist€na nizSi koncentrace
hydroxyprolinu, coz by mohla byt znamka pocinajici dilatace levé komory, jak je to
dokumentovano u kardiomyopatii vyvolanych dlouhodobym uzivanim metamfetaminu.
Z elektroforetické analyzy srdecnich kolageni v8ak vyplynuly i nékteré kvantitativni
zmény v zastoupeni kolagenl. Pfibylo kolagenu typu Il (kolagenu, ktery je zodpovédny
za vétsi elasticitu srdeéni tkdné). Tento kolagen tvofi v normalni srdeéni tkani pfiblizné 11
% ECM (Weber, 1989). Jeho mnozstvi se sniZzuje s vékem, naopak vzristad mnozZstvi
kolagenu typu |. Jak jiz bylo uvedeno, zména poméru obou majoritnich kolagen( neni
spojena pouze se starnutim srdeCni tkané, ale také s procesy remodelace, tedy
prfedevsim zvy3eni koncentrace kolagenu typu lll je spojeno s dilataci srdecni tkané
(D'Armiento, 2002). Také pacienti s ischemickou kardiomyopatii maji signifikantné vyssi
koncentraci kolagenu typu Ill, ale ke zmé&nam celkového mnozstvi kolagenu ve tkani
nedochazi, coz potvrzuje vyznam zmén v zastoupeni jednotlivych typl kolagenu pro

funkci srdecni tkané (Mukherjee and Sen, 1991). Z nasich vysledk{l neni mozZné usoudit,
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zda-li by mohl mit MA pfimy vliv na syntézu kolagennich protein(, jako je tomu napf.
u jinych latek nebo jiz zde diskutované hypoxie.

Pfipadné zmény v ECM srdeéni tkané potkant, kterym byl aplikovan metamfetamin,
nebyly doprovazeny zménami v zymografické aktivité matrixovych metaloproteinaz.
Pfitom pfi analyze autoptickych vzork(l srdeéni tkané dlouhodobych uzZivatell
metamfetaminu jsme zjistili zvySenou aktivitu matrixovych metaloproteinaz na Zzelating,
pfedev§im MMP-9. Na druhé strané u kratkodobych uzZivatell nebyly zmény
zaznamenany (Vajtr et al, 2002). MA potencuje uvolnéni katecholaminovych
neurotransmitert (norepinefrinu a dopaminu) na presynaptickych nervovych zakonéenich.
MA inhibuje zpétné vychytdvani neurotransmiterl a brani jejich degradaci inhibici
monoaminoxidazy (Wagner et al.,, 1979, Wagner et al.,, 1980). MA nestimuluje
postsynaptické receptory pro katecholaminy pfimo. ZvySené mnozstvi katecholaminu je
zodpovédné za kardiotoxicitu diky koronarni vasokonstrikci, vysokému pfisunu vapniku a
produkci ROS autooxidaci katecholaminl a jejich degradaci monoaminoxidazou (Wagner
et al.,, 1980). Abnormalni hladiny katecholamin( indukuji hypertrofii, infarkt a kardiomegalii
(Furst et al.,, 1990, Islam et al.,, 1995, Maeno et al., 2000a, Maeno et al., 2000b).
V literatufe jsou jen ojedinéla data, ktera by se tykala vztahu remodelace srde¢ni tkané a
aktivity MMP po aplikaci metamfetaminu. Briesf aj. zjistili, Zze dlouhodoba aplikace
norepinefrinu u krys zpUsobuje hypertrofii LV a fibrézu a zaroven zvy$uje aktivitu MMP-2
v srdeéni tkani (Briest et al., 2001, Briest et al., 2003). Tedy souhrnné, nadprodukce
katecholamind vlivem MA je vyznamnym faktorem, ktery vede k poSkozeni srdce.

Kromé davky metamfetaminu je dllezité i zastoupeni jednotlivych stereoizomerli MA.
D-forma MA je pfiblizné 5x biologicky aktivnéjSi nez L-forma. VétSina studii pouziva smés
obou izomer( nebo se o zastoupeni izoforem viibec nezminuje (Yu et al., 2003).

Metamfetamin je také vyznamnym zdrojem ROS, které jsou pfiCinou predevSim
neurotoxicity. Je v$ak mozno uvazovat i o mozném poskozeni kardiovaskularniho
systému, pfedevsim vznikem produktl autooxidace katecholamint (Wagner et al., 1980).
Je znamo, Ze metalothionein produkovany v CNS je potentni scavenger ROS, které zde
vznikaji jako nasledek metamfetaminem indukované toxicity (Ajjimaporn et al., 2005).
V nasi studii jsme nalezli sérovou koncentraci MT u potkan(l po aplikaci MA 4,15krat vyssi
nez u kontrol, coz svedci o systémove produkci této molekuly. Oxidacnimu stresu jsou

ziejmeé vystaveny i jiné tkané nez srdeéni nebo tkané CNS.
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Je mozno uzavfit, Zze po podani MA dochazi pouze k uréitym zménam proteinového
sloZzeni myokardu, zvlasté levé komory, ale k vyraznému kardiovaskularnimu poskozeni
nikoliv. Pouzita davka a délka uzivani metamfetaminu v naSem experimentu vyvolala jen

diskrétni zmény a nezplsobila vyraznou remodelaci srde¢ni tkané.
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5.4. PACIENTI S PORUCHOU LIPIDOVEHO METABOLIZMU

Nas soubor dyslipidemickych pacientl mél koncentraci cholesterolu o 36 % vy$$i nez
soubor kontrolnich zdravych jedinc(. Dietni tfimési¢ni opatieni vedly k poklesu o0 2,4 %,
ale farmakoterapii o 17 %. K farmokoterapii byli indikovani pacienti, jejichz primérna
koncentrace celkového cholesterolu vséru byla 7,17 % 0,28 mmol/l. Benefit
hypolipidemické IéCby spociva navic pravdépodobné v odstranéni akumulace makrofagu
v aterosklerotickych platech s naslednou inhibici aktivity matrixovych metaloproteinaz.
K monitorovani tohoto procesu by bylo vhodné stanoveni sérovych MMP v pribéhu
terapie. Soucasna klinicka praxe vSak zatim sledovani MMP nepouziva.

Metoda zymografie byla zvolena jako vhodné doplnéni stanoveni aktivity Zelatinaz
(MMP-2 a MMP-9). Zaroven je to urcita konfirmace stanoveni koncentrace MMP pomoci
komercni imunosorbentni metody, kdy je detekovana celkova koncentrace, ale nesleduje
se ani aktivita latentnich a aktivnich forem jednotlivych Zelatinaz ani rozdily aktivit po
terapeutickém zasahu nebo mezi kontrolnimi vzorky a pacienty s dyslipoproteinemii. Jak
vyplyva z nasich vysledkd, terapie hypolipidemiky méni aktivitu jednotlivych lytickych zon,
tedy aktivitu latentnich a aktivnich forem, i kdyZ celkova zymograficka aktivita se nemeni.
Domnivame se, ze jednim z mechanizm( by mohl byt pfimy inhibi¢ni G¢inek statind
na nékterée MMP. Néktera hypolipidemika, jako jsou statiny, inhibuji aktivitu MMP. Statiny
jsou inhibitory 3-hydroxy-3-metylglutarylkoenzymA-reduktazy (HMG-CoA-reduktazy),
klicového enzymu syntézy cholesterolu. Pouzivani tohoto inhibitoru se uplatnilo v lécbé
mnoha kardiovaskularnich a cerebralnich onemocnéni. Statiny maji velmi dobré lecebne
ucinky, které vyplyvaji z téchto pleiotropnich efektl: nejznaméjsi je jejich schopnost
snizovat koncentrace lipid(i, dale efekt na interakci bufika-burka v cévach a ovlivhovani
syntézy MMP a proteolytické aktivity téchto enzym(. Nékteré studie u hyperlipidemickych
pacient( lé€enych fluvastatinem po infarktu myokardu ukazaly sniZeni rizika nasledneho
vyskytu ischemické choroby mozkové o 32 % (Ballantyne et al., 1999). Literarni udaje
efekt na rozvoj ateroskerotickych lézi. In vitro statiny snizuji adhezi monocytl na
endotelové molekuly. Simvastatin, fluvastatin, cerivastatin a pravastatin brzdi migracia

proliferaci bunék hladkého svalu a zaroven inhibuji produkci MMP-9 makrofagy (Loftus
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and Thompson, 2002). U hypercholesterolemickych pacientt s onemocnénim
koronarnich cév lé€enych pitavastatinem doslo k vyraznému snizeni exprese MMP-3 a
MMP-9 (Beaudeux et al., 2004). Statiny tedy ziejmé inhibuji MMP na lipidech nezavislou
cestou.

V praci jsme stanovili hladiny cirkulujicich matrixovych metaloproteinaz MMP-3
a MMP-9 v séru zdravych osob. Referencni meze MMP v séru zdravych osob nejsou
dostate€né znamy. NaSe prace se pokousSi ktéto problematice prispét. Znalost
referenénich mezi by mohla byt zasadni pro aplikaci do rutinni klinicko-biochemické
diagnostiky. Koncentrace MMP-3 v nasem souboru 40 zdravych osob byla 7,52 £ 0,71
pg/l. Hodnota je mirne niZsi, nez se uvadi v jinych pracich, které stanovovaly sérovou
hladinu v souborech zahrnujicich mensi poéet pacientli nebo jinou nez stfedoevropskou
populaci nebo byl pouzit jiny diagnosticky kit (Koh et al., 2004, Malik et al., 2005, El
Messal et al., 2006). Jesté problematictéjsi je stanoveni referencnich mezi u MMP-9.
V dostupné literatufe se rizné pramérné hodnoty kontrolnich souborl pohybovaly od 5,8
do 69 pg/l. Prevazuji vSak hodnoty kolem 20 ug/l a ty potvrzuje i nami namérena hodnota
u 40 zdravych jedinc, ktera ¢inila 16,33 £ 1,72 ug/l.

Zvyseneé koncentrace cirkulujici MMP-9 v séru az o nékolik desitek procent jsou
znamy predevs§im u riznych nadorovych onemocnéni, kde zaroven dochazi ke zvy$ené
expresi jejich pfirozenych inhibitorll a tedy i k vy$s$i koncentraci cirkulujicich komplex
MMP/TIMP, coz je nutno zohlednit pfi volbé laboratorni metody pro jejich stanoveni
(Zucker et al., 1999). Vys§si hladiny cirkulujici MMP-9 nachazime i u pacienti s DLP, coz
se potvrdilo i v této praci, kde celkova aktivita MMP-9 u pacientl s DLP byla o 125 %
vyS§Si nez u kontrolniho souboru. Jak ukazuji nékteré studie, MMP-9 je nezavisly
prognosticky rizikovy faktor u pacientd s ICHS (Kalela et al., 2002, Blankenberg et al.,
2003). Prokazali jsme pokles aktivity MMP-9 po tiech mésicich 1é€by dietnim rezimem
o 17 %, v prfipadé tfimési¢ni farmakoterapie o 28,6 %. Koncentrace MMP-3 po 3
mésicich sice klesla v pfipadé dietniho rezimu az o 35 %, ale pokles nebyl statisticky
vyznamny. MMP-3 je také povazovana za marker nestability aterosklerotickych platd.
Byla publikovana prace, kde byla sledovana aktivita MMP-3 po terapii hypolipidemiky a
napf. u pacientl s izolovanou hypercholesterolemii lé¢enych 10 tydnl atorvastatinem 20
mg/den klesla MMP-3 o 58 % (Malik et al., 2005).

Matrixové metaloproteindazy MMP-3 a MMP-9 se ukazuji jako velmi vhodné

markery ICHS. Ztéto prace vyplyva, Ze by se mohly také uplatnit v monitorovani
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uspésnosti hypolipidemické terapie. Na hladiny sérovych metaloproteinaz méla vliv jak

farmakoterapie, tak dietni opatreni.
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5.5. SOUBOR PACIENTU S TRAUMATICKYM POSKOZENIM
MOZKU

Traumatické poskozeni mozku je jednak vysledkem jeho mechanického poskozeni,
jednak také nepfimych (sekundarnich) mechanizmi (Ray et al., 2002). Mozkova tkan,
ktera obklopuje poSkozené misto (traumaticka penumbra), je déjistém reparativnich
procesl, ale také sekundarniho mozkového poskozeni, které miize vznikat po nékolika
hodinach az dnech. Mechanizmus poskozeni po TBlI neni zcela dobfe prostudovan,
posledni studie ale ukazaly, Ze se zde uplatiiuje imunitni odpovéd a aktivace neutrofill
(Vlodavsky et al.,, 2005, Vlodavsky et al.,, 2006). Je mozné fFici, ze akutni zanétliva
odpovéd v oblasti traumatické penumbry, ktera je podstatna pro reparacni proces, mize
vést zaroven k poskozeni mozkové tkané a hraje dulezitou roli v potraumatickém procesu
sekundarni neuronaini smrti (Danton and Dietrich, 2003).

V poslednich letech se objevilo nékolik praci, které potvrdily kliCovou roli mezi
matrixovymi metaloproteinazami a vznikem poskozeni mozkové tkané pfi TBI. Tyto prace
se predevsim opiraji o experimentalni modely TBI (Wang et al., 2002b, Mun-Bryce et al.,
2004). Praci z klinické oblasti, které by néjakym zplsobem dokumentovaly vztah mezi
sérovymi koncentracemi MMP a stupném poskozeni nebo prognézou jeho vyvoje, je
malo.

Produkce matrixovych metaloproteinaz, zvlasté pak MMP-2 a MMP-9, je
deregulovana v riznych typech mozkového poskozeni — ischemického s reperfuzi,
hemoragického poskozeni a traumatického poskozeni (Mori et al., 2002, Wang et al.,
2002b, Mun-Bryce et al., 2004). Tkanové inhibitory MMP jsou exprimovany v priibéhu
proces( nasledujich TBI a pfedevsim v zanétlivé odpovédi na né&j. Mechanizmus aktivace
MMP in vivo neni zcela objasnén, zvlasté pak nejsou objasnény rizné bunééné zdroje
MMP, které se zde vyznamné uplatiuji. Pfesto v souladu s riznymi autory je mozno
o uloze MMP v TBI konstatovat:

¢« Mediatory zanétlive reakce, jako je TNF-a a interleukin-13, jsou produkovany

pii TBI a indukuji sekreci MMP mozkovymi bufikami (Lo et al., 2002).
e Po vzniku TBI je influx zanétlivych bunék hlavnim zdrojem aktivity MMP
(Cuzner and Opdenakker, 1999)
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¢ MMP v poskozeném mozku hraji zapornou roli a zpUsobuji bunéénou smrt

v procesu apoptozy (Lo et al., 2002).

MMP-9 byla studovana zejména v souvislosti s hemoragickou transformaci
ischemického loziska mozkové tkané (Castellanos et al., 2003). U nasich pacientd byly
zjistény vys8Si hladiny MMP-9 ve skupiné kontuzi s expanznim chovanim, narlstem
nitrolebniho tlaku nad 10 torr a posunem stfedni ¢ary mozku o vice nez 5 mm v prvnich 3
dnech po prijeti. U pacientll po operaci expanzni kontuze byly hladiny MMP-9 mezi 4.-8.
dnem nizsi nez u pacientl bez operace se stacionarnim nalezem a s postupnym
dobarvovanim kontuze v CT obraze. MMP-9 a dalS$i markery vysoce korelu;ji
s ischemickym pos8kozenim (Lynch et al.,, 2004, Lynch and Laskowitz, 2004). Lokalni
hypoxicko-ischemicky inzult muaze zhorSovat kontuzi mozku, respektive vést
k hemoragické transformaci (Horstmann et al., 2003, Harris et al., 2005). Ve skupiné
nasich pacientll bez operace a bez znamek expanzni kontuze bylo prokazano zvyseni
MMP-9 na 232,6 ug/l 4.-8. den oproti hodnotdm 1.-3. dne. Tyto hodnoty jsou zhruba 14x
vy$§i neZz u zdravych jedincl (viz kapitola 4.4.3). Je zfejmé, Zze po TBI dochazi
k masivnimu vyplavovani MMP-9 do krevniho obé&hu. Také jiné prace potvrzuji zvySené
hladiny MMP-8 po traumatu, vy$si koncentrace byly zjiStény ve vendézni krvi v jugularnim
bulbu nez v arterialni krvi (Suehiro et al., 2004). NasSe vzorky byly ziskany odbérem
venozni krve z centralniho Zilniho katetru.

Samotné ischemické postizeni mozku po traumatu byva velmi €asto pfi¢inou zhorseni
klinického stavu pacientli, mize vyustit az do smrti mozku. Hypoxie potencuje expanzni
chovani kontuzniho loZiska a zvétSeni kolateralniho edému, narlst nitrolebniho tlaku.
Hypoxie vznika ¢asto v souvislosti s aspiraci zalude€niho obsahu do dychacich cest a pfi
poranéni hrudniku. Hypotenze v souvislosti stézkym uUrazem hlavy zdvojnasobuje
mortalitu pacientl (Chesnut et al., 1993). Monitorovani hypoxie a jejiho vlivu na kontuzni
poranéni mozku je dllezZité z hlediska progndzy pacienta. Navic léCba hypoxie pomoci
hyperbarické kyslikové terapie (HBOT) v klinické praxi se stava velmi nadéjnou metodou,
jak redukovat sekundarni poskozeni mozku po TBI. HBOT ma neuroprotektivni efekt
u riiznych typt poskozeni mozku (Tinianow et al., 2000, Viodavsky et al., 2006). | kdyz
neni zcela objasnén benefitni mechanizmus HBOT, existuji prace, které dokladuji
souvislost mezi HBOT a modulaci exprese MMP-9 a TIMP v traumatickém loZisku (Mun-
Bryce et al., 2004, Viodavsky et al., 2006).
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Referencni hodnoty pro MMP-2 jsou uvadény v intervalu 427 — 835 ug/l (Montaner et
al., 2001). U skupiny pacientd s hor8i prognézou byly nalezeny vy$$i hodnoty. Stejné jako
o MMP-9 se o MMP-2 uvaZuje jako o jednom zhlavnich aktérl naruseni
hematoencefalicke bariéry po poSkozeni mozku. Mézi obéma Zelatinazami je v8ak znacny
rozdil, coz je patrné i z nasich vysledkd. MMP-9 je vysoce inducibilni molekula a zména
jeji aktivity v CNS vlivem raznych patologickych faktortl byva 5x az 6x vy$s$i v porovnani
s MMP-2 (Haorah et al., 2007). To nasvédCuje tomu, Ze v CNS se MMP-2 vyskytuje
vétSinou v konstitutivni formé. MMP-9 v porovnani s MMP-2 se také selektivnéji podili
na otevieni BBB béhem zanétu nebo neurodegenerace (Vos et al.,, 2000, Mun-Bryce et
al., 2004) nebo ischemické prihody mozkové (Kouwenhoven et al., 2001). Konstitutivni
exprese latentni MMP-2 je vyhodny zdroj proteolytické aktivity bezprostfedné po
posSkozeni tkané, pozdéji se ziejmé uplatiuji jiné MMP, zvlasté pak MMP-9. MMP-9
zaroven zplUsobuje extenzivnéjsi poskozeni s dlouhodobéj§im trvanim, které neni
omezeno jen na okoli bunétného povrchu. Navic v8echny potfebné faktory pfispivajici
k aktivaci MMP-2 jsou bezprostiedné pfitomny v mozkové tkani. Jsou to napf.
membranové MMP (Yang et al., 2007). Z nasich vysledkl a v souladu s témito fakty tedy
vyplyva, Ze stanoveni MMP-9 je vyhodnéj§i pro progndézu TBI, popfipadé monitorovani
jeho vyvoje a nasledkd.

Je znamo, Ze syntéza metalothioneinu, zvlasté MT-1 a MT-2, je dramaticky
indukovana po rlznych typech poskozeni mozkové tkané. Jeho ochranny efekt v CNS je
spiSe pfisuzovan antioxidacnim vlastnostem nez jeho vazebné kapacité pro zinek
(Hidalgo et al., 2001). Isoformy MT-1 a MT-2 urychluji regeneraci po$kozeného
parenchymu, zvysuji angiogenezi, potlacuji symptomy oxidativniho stresu a potlacuji
apoptozu (Penkowa et al., 1999, Penkowa, 2006). V nasem souboru hodnoty MT u obou
skupin pacientll vzrostly. U skupiny | (GCS=15) vzrostly na primérnou 1,462 pmol/l
béhem 1.-3. dne a u skupiny Il (GCS<15) na hodnotu 1,423 pmol/l v pribéhu 4.-8. dne.
Nase vysledky nemizZeme porovnat s jinymi daty. ACkoliv existuje velky pocet literarnich
udaji o zménach koncentraci MT po poranéni mozku u experimentélnich zvifat, nikdo se
zatim nezabyval stanovenim koncentrace MT v krvi pacientd s TBI. V diagnostice
kraniocerebralniho poranéni se rutinné pouzivaji neuronspecificka enolaza (NSE) a
protein S100B. Tyto markery jsou povazovany za specifické indikatory poskozeni gliové
(S100B) nebo neurondini (NSE) tkane mozku (Vajtr et al., 2006, Vajtr et al., 2007). Jak
jsme jiz ukazali v jiné praci, NSE a S100B s hodnotami MT nekoreluji, a MT tak mize byt
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nezavislym diagnostickym a prognostickym markerem TBI (Kukacka et al., 2006b).
NejvysSi hodnoty MT 3,305 umol/l byly zaznamenany u pacienta s difuznim-axonalnim
poranénim 4. den po poranéni. Takto vysoké hodnoty poukazuji na to, ze by MT mohl byt
v klinické praxi Castecné vyuzivan pro diagnostiku difuzniho-axonalniho poranéni.
Protoze se statisticky liSily hodnoty MT u skupiny s hor8i prognézou a GCS od skupiny
s lepS$i prognézou a GCS 1.-3. den po TBI i 4.-8. den po TBI, mohlo by byt monitorovani

MT vhodnym nastrojem k posouzeni rozsahu porané&ni nebo trvani bezvédomi.
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6.Zaver

1. Analyzovali jsme matrixové metaloproteinazy, metalothionein a proteinové sloZeni

srdec¢niho svalu laboratorniho potkana v riiznych patologickych situacich.

Zjistili jsme, Ze 4denni hypoxie a 4denni hypoxie s hyperkapnii navozuji remodelaci
myokardu laboratorniho potkana, dochazi ke zménam na urovni koncentraci proteind
extracelularni matrix, ke zmé&nam v expresi jednotlivych typl kolagend, matrixovych
metaloproteinaz i jejich inhibitor(.

Prokazali jsme, Zze 3tydenni izobarickd hypoxie zpUsobuje remodelaci myokardu
laboratorniho potkana. Tuto remodelaci vyznamné snizoval prostfednictvim inhibice
matrixovych metaloproteinaz jejich synteticky inhibitor-batimastat.

Studovali jsme vliv podavani metamfetaminu u laboratorniho potkana na
remodelaci myokardu, aktivitu  matrixovych  metaloproteinaz a  koncentraci
metalothioneinu, ktery by mohl byt v klinické praxi vyuzivan k monitorovani toxického

poskozeni uzivatell metamfetaminu.

2. Zavedli jsme metodiku pro identifikaci a kvantifikaci matrixovych metaloproteinaz a

metalothioneinu v biologickych tekutinach.

Stanovili jsme koncentraci sérovych matrixovych metaloproteinaz u pacientt
s dyslipoproteinémii a posoudili, jak jsou ovlivnény farmakoterapii a dietnim rezimem.
Matrixové metaloproteinazy MMP-3 a MMP-9 se ukazuji jako vhodné ¢asné markery
ischemické choroby srdeéni a ztéto prace vyplyva, Zze by se mohly také uplatnit
v monitorovani uspésnosti hypolipidemické terapie.

Vyselrili jsme sérovou koncentraci matrixovych metaloproteinaz a metalothioneinu
u pacientl s traumatickym poskozenim mozku a posoudili vhodnost téchto markeru pro
uréeni diagnozy a prognézy onemocnéni. Metalothionein by mohl byt v klinické praxi
¢astecné vyuzivan pro diagnostiku difuzniho-axonalniho poranéni. Rutinni zavedeni
stanoveni koncentraci cirkulujici MMP-9 by mohlo byt vhodné pro prognézu

traumatického poskozeni mozku, popfipadé monitorovani jeho vyvoje a nasledku.
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7.Souhrn

Uvod: Matrixové metaloproteinazy (MMP) jsou metaloproteiny obsahujici zinek, které
se Uc¢astni rfady procesl spojenych sremodelaci extracelularni matrix (ECM). Tyto
enzymy se U(Castni vétSiny procesl, které degraduji pojivovou tkan v prabéhu
ontogenetického vyvoje, ale jejich zménénou expresi a aktivitu pozorujeme také ve
vétsiné zanétlivych, degenerativnich a malignich procesech. Do skupiny metaloprotein(
spojenych se zinkem patfi i metalothionein (MT), ktery se uplatfuje v transportu kovd,
detoxika&nich mechanizmech a ochrané bunék pfed poskozenim reaktivnimi ¢asticemi.

Cil: Cilem této prace bylo analyzovat MMP a metalothionein v rliznych
experimentainich modelech remodelace srdecni tkané (v podminkach hypoxie a vlivem
podavani metamfetaminu) a v souborech pacientll s poruchou lipidového metabolizmu
nebo s traumatickym poskozenim mozku.

Metody: Laboratorni potkan byl vystaven 1) hypoxii 3 tydny za souCasneho podavani
inhibitoru MMP, 2) hypoxii a hypoxii-hyperkapnii po dobu 4 dnl. 3) V jiném experimentu
byl laboratornimu potkanovi aplikovan metamfetamin. 4) Dale byl vySetfen soubor
pacient( s dyslipidéemii pfed zahajenim Ié€by a 1 mésic po lé¢bé nypolipidemiky a dietnim
opatfenim. 5) Vzorky krve byly ziskany od souboru pacientl s traumatickym poskozenim
mozku v prubéhu hospitalizace. MMP byly analyzovany metodou zymografie,
imunochemickou metodou i analyzou mRNA. Metalothionein byl stanoven
elektrochemickou metodou. Dale byla provedena v experimentalnich modelech
proteinova frakcionace srdeéni tkané, analyza proteinl extracelularni matrix a
jednotlivych kolagen(. V souboru dyslipidemickych pacientd byly vysetfeny zakladni
biochemické parametry lipidového spektra.

Vysledky: Chronicka 4denni hypoxie a hypoxie s hyperkapnii indukovala zmény
hmotnostnich parametrd srdce, proteinové kompozice srdec¢ni extracelularni matrix,
koncentrace kolagenli a genové exprese kolagenl, zmény vexpresi a aktivité
matrixovych metaloproteinaz. 3tydenni hypoxie vedla k hypertrofii komor, podavanim
inhibitoru MMP doslo ke zmirnéni hypertrofie, inhibici MMP detekované zymograficky a
ke zmeénam koncentraci rozpustnych a nerozpustnych slozek ECM. Podavani
metamfetaminu laboratornimu potkanovi nevyvolalo komorovou hypertrofii, nemélo vliv na

aktivitu MMP, ale vyvolalo nékteré zmény v koncentraci kolagennich molekul a zvySilo
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koncentraci MT v séru. Pacienti s dyslipoproteinemii méli statisticky vy$Si koncentraci
traumatickym poskozenim mozku doSlo ke zvySeni koncentrace MT v prubé&hu
osmidenni hospitalizace. 1.-3. den po poranéni byly koncentrace MMP-2 a MMP-9 vyssi
vyznamne.

Zaver: Zjistili jsme, Ze matrixové metaloproteindzy se vyznamné podileji na
remodelaci srde¢ni tkané vlivem rlznych experimentalnich podminek a jejich inhibice
pomoci inhibitor(l jako je batimastat by mohla pomoci v [é¢bé nékterych kardiomyopatii.
Neékteré MMP mohou byt vhodnymi markery subklinické aterosklerézy a uspésnosti
hypolipidemické I&écby. Metalothionein, MMP-2 a MMP-9 by mohly byt vhodnym nastrojem
k posouzeni stupné traumatického poskozeni mozku a jeho daldiho vyvoje, trvani

bezvédomi a ¢asteéné k diagnéze difuzniho-axonalniho poskozeni.
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8.Summary

introduction: Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc-containing metalloproteins
which take part in many processes associated with extracellular matrix (ECM) remodeling.
These enzymes participate in most processes degrading connective tissue during
ontogenesis. Changes in MMP expression and activity can be observed in most
inflammatory, degenerative, and malign processes. Methalothionein also belongs to the
group of zinc-dependent metalloproteins and it is involved in metal trafficing, detoxification
or protection of cells against reactive oxygen species.

Aim: The aim of this study was to analyze MMP and metallothionein in various
experimental models of caridac tissue remodeling (under hypoxia and methamphetamine
administration) and in groups of patiens with dislipoproteinemia and traumatic brain injury.

Methods: Laboratory rats were exposed to 1) hypoxia for 3 weeks and treated with
MMP inhibitor 2) hypoxia and hypoxic hypercapnia for 4 days. 3) In another experimental
set methamphetamine was aplicated to rats for 9 weeks. 4) A group of patiens with
dyslipoproteinemia was investigated before and after 1 month therapy by diet or
hypolipidemics. 5) Blood samples were collected from patiens with traumatic brain injury
during hospitalization. MMPs were analysed by zymography, immunochemical method,
and mRNA analysis. Methallothicnein was determinated by electrochemical method.
Furthermore, protein profiling of cardiac tissue was performed in experimental animals,
analysis of ECM proteins or individual collagens. Basic biochemical parameters of lipid
metabolism were investigated in patients with dyslipoproteinemia.

Results: Chronic 4-days hypoxia and hypoxic hypercapnia induced changes
in weights of hearts, protein composition of cardiac ECM, collagen concentration and
collagen genes expresion, and changes of MMPs expression and activity. 3 weeks
hypoxia lead to ventricular hypertrophy which was moderated by MMPs inhibitor —
batimastat. Batimastat decreased zymographic activity of MMPs and involved changes
in concentration of soluble and insoluble ECM proteins. Methaphetamin administration
in rats was not asocciated with ventricular hypertrophy or changes in MMPs activity, but it
induced changes in collagen concentration and it increased serum levels
of metallothionein. We found higher levels of circulating MMP-9 in patients with
dyslipoproteinemia. This levels decreased after pharmacotherapy. Concetration

of methalothionein was elevated in patients with major traumatic brain injury during 8 days
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of hospitalization. 1-3 days after injury MMP-2 and MMP-9 concentrations were higher
in group of patients with major injury, next 4-8 days any differences in MMPs
concentrations were observed.

Conclusions: We found that matrix metalloproteinases play an important role
in cardiac tissue remodeling involved in various experimental conditions and that their
pharmacological inhibition could be promising therapy of some cardiomyopathies. Some
MMPs can stand as candidate biochemical markers of subclinical atherosclerosis or to
monitor hypolipidemic therapy. A monitoring the content of metallothionein and some
MMPs in patients with traumatic brain injury would be a suitable approach to evaluate the
degree of injury or duration of prolonging unconsciousness, particulary in diagnosis of

diffuse axonal injury.
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