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ANOTACE

Prace je vénovana hojeni ran se zaméfenim na diabetes mellitus typu 2 a jeho vlivu na
proces hojeni. Zabyva se funkci matrix metaloproteindz, predevsim téch, které se uplatiuji
pii hojeni ran. Soucasti prace je i strucné shrnuti informaci o struktute ktize, diabetes mellitus,
ZDF potkanech a imunohistochemii.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na histologickou a imunohistochemickou analyzu ran

ZDF potkand.

KLICOVA SLOVA

ktze, diabetes mellitus, hojeni ran, matrix metaloproteinazy, potkan ZDF, histologie,

imunohistochemie

TITLE

The histological and immunohistochemical analysis of healing wound in Zucker
Diabetic Fatty rat (ZDF).

ANNOTATION

The thesis is devoted to wound healing with a focus on diabetes mellitus type 2 and its
influence on the healing process. It deals with the function of matrix metalloproteinases,
particularly those that are involved in wound healing. The work also includes a brief summary
of information about the skin structure, diabetes mellitus, ZDF rats and
immunohistochemistry.

The experimental part focuses on the histological and immunohistochemical analysis

of wounds ZDF rats.

KEYWORDS

skin, diabetes mellitus, wound healing, matrix metalloproteinases, ZDF rat, histology,

immunohistochemistry
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EGF
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

diabetes mellitus

extracelularni matrix

endotelialni relaxaéni faktor (endothel derived relaxing factor)

epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)

endotelidlni progenitorové bunky (endothelial progenitor cells)
fibroblastovy ristovy faktor (fibroblast growth factor)

fluorescein isothiokyanat

glykosylfosfatidylinositol

guanosintrifosfatazy

hlavni lidsky (histokompatibilni) antigen (human leukocyte antigen)
hrani¢ni poruchy gluk6zové homeostazy

diabetes mellitus zavisly na inzulinu (inzulin dependentni diabetes mellitus)
zhorSena gluk6za na la¢no (impaired fasting glucose)

inzulinu podobny ristovy faktor (insuline-like growth factor)
imunoglobulin G

interleukin

Univerzitni 1€katskd Skola v Indiané

rastovy faktor keratinocytu (keratinocyte growth factor)

inhibi¢ni cytokiny makrofagi-2 (macrophage inhibitory cytokine-2)

matrix metaloproteinazy

dédicna forma diabetes mellitus typu 2 diagnostikovana v mladi (maturity
onset diabetes of the young)

chemotakticky protein monocyti-1 (monocyte chemotactic protein-1)
mediatorova ribonukleova kyselina

matrix metaloproteinazy membranového typu

nervovy rustovy faktor (nerve growth factor)

diabetes mellitus nezavisly na inzulinu (non inzulin dependentni diabetes
mellitus)

kratké raménko chromozomu

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)



PDGF
PGT
PPARy

TGFa, B
TIMPs

TNF-a
tRNA
VEGF
ZDF

rustovy faktor desticek (platelet derived growth factor)

porusend glukdzova tolerance

gama receptor aktivovany proliferatorem peroxizomu (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma)

dlouhé raménko chromozomu

transformuyjici ristovy faktor alfa, beta (transforming growth factor alpha, beta)
tkanové  inhibitory matrix = metaloproteinaz  (tissue  inhibitors  of
metalloproteinases)

tumor nekrotizujici faktor-alfa (tumor necrosis factor-alpha)

transférova ribonukleova kyselina

vaskularni endotelialni rustovy faktor (vascular endothelial growth factor)
Zucker Diabetic Fatty



1. UVOD

Hojeni ran je slozity komplexni proces vyzadujici souhru fady faktorti a procest
probihajicich v lidském téle. V pfipadé¢ naruseni nékteré ztéchto slozek miize dojit
organismus. Mezi Casté pfi¢iny zpuasobujici Spatné hojeni ran patii kromé tézkych
pourazovych stavi i rizna celkova onemocnéni organismu. Jednim z nich je diabetes mellitus.

Diabetes mellitus (Uplavice cukrova, cukrovka) je souhrnné oznaceni pro skupinu
chronickych chorob charakteristickych poruchou metabolismu glukozy vlivem absolutniho
nebo relativniho nedostatku inzulinu. Tato porucha zplsobuje zvySené mnozstvi glukézy
v krvi (hyperglykemie).

Ukolem diplomové prace je piehled soudasného poznani tykajictho se problematiky
hojeni ran, s dirazem na roli matrix metaloproteindz a jeho ovlivnéni nemoci diabetes
mellitus. Experimentalni ¢ast je vénovana odbéru vzorkl tkané v riznych casovych
intervalech hojeni, pfipravé histologickych preparati a hodnoceni tkanovych zmén v pribéhu
hojeni a jejich porovnani s preparaty z diabetickych potkanti. Kromé toho se zabyva lokalizaci

proteinu matrix metaloproteindzy 3 pomoci imunohistochemické metody.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 KOZNIi SYSTEM

2.1.1 Funkce kuze

Kiize patfi mezi jednu z hlavnich ochrannych bariér, kterd svou funkci zajiStuje
oddéleni i kontakt mezi zevnim prostiedim a organismem [1].

Jednou z mnoha zékladnich ¢innosti kiize je ochrana pted mechanickymi, chemickymi,
fyzikélnimi a jinymi nepfiznivymi vlivy zevniho prostfedi. Dal$im velmi dilezitym ukolem je
obrana ptfed Skodlivymi mikroorganismy, kterd je zajiSténa imunologickymi slozkami kiize.
Kromé¢ obrannych mechanismi se kiize podili na fadé vyznamnych fyziologickych procesi,

naptiklad termoregulaci, resorpci, sekreci Nebo na vlastni regeneraci a reparaci [2].

2.1.2 Struktura kaze

Kize se sklada ze tfi hlavnich komponent a to z epidermis (pokozka), z dermis (Skara)
a z tela subcutanea (podkoZzni vazivo). SloZky epidermis a dermis se dale déli na jednotlivé

vrstvy. Do koZni soustavy se fadi 1 dalsi ustroji jako chlupy, nehty a kozZni zlazy.

Epidermis

Hlavnimi prvky epidermis je rohovéjici vrstevnaty dlazdicovy epitel a keratinocyty [3].
Mezi ostatni elementy se mohou tadit melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy buiiky, které
spolecné s keratinocyty neplni pouze funkci stavebni, ale svou soucinnosti a secernaci fady
produktt se podili na mnoha fyziologickych a imunitnich procesech kuze [3,4]. Podle typu
keratinocytl se epidermis déli do péti vrstev:
Stratum basale (vrstva bazalni): tvofi ji kubické ¢i cylindrické bunky ukotvené pomoci
hemidesmozomil na bazalni laminu
Stratum spinosum (vrstva ostnitd): slozena z polygonalnich bunék mezi sebou propojenych
desmozomy a v cytoplazmé obsahujici svazky filament
Stratum granulosum (vrstva zrnitd): obsahuje 2 — 4 vrstvy oplostélych bunék, v jejichz

cytoplazmé se dominantné vyskytuji granula keratohyalinu a granula lamelarni
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Stratum lucidum (vrstva svitiva): tenka eosinofilni vrstva vice viditelna u silného typu ktize;
cytoplazma bun¢k obsahuje cytokeratinova filamenta
Stratum corneum (vrstva rohova): slozena ze zrohovélych bezjadernych bunék (korneocyty),
které se z povrchu neustale odlupuji [5].

Dale se epidermis jesté déli podle tloustky kiuze na kiazi silného (obr. 1) a tenkého
typu [3].

Obr. 1 - Kiize silného typu (hematoxylin-eosin). 1 — stratum basale, 2 — stratum spinosum, 3 — stratum
granulosum, 4 — stratum lucidum, 5 — vazivovd papila [5]

Dermis

Je vnitini ¢ast kiize tvofena dvémi vzajemné splyvajicimi vrstvami vaziva [6]. Jelikoz
tato ¢ast kize obsahuje ¢etné svazky kolagennich a elastickych vldken poskytuje kiizi pevnost,
ohebnost a taznost [2]. Podle typu vaziva délime dermis na [6]:
Stratum papillare (vrstva papilarni): zevni vrstva dermis; obsahuje fidké vazivo s vysokym
podilem elastickych vldken; tvoii tzv. vazivové papily, ve kterych jsou umistény kotvici
fibrily pojici dermis k epidermis; kromé vaziva se zde vyskytuji kapildrni sité, volna nervova

zakonceni, receptory doteku (Meissnerova téliska), buniky imunitniho systému [3,4,6]
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Stratum reticulare (vrstva retikularni): tvofi ji husté neuspofadané vazivo; zahrnuje fadu
nervovych zakonceni.

Vedle vaziva se zde vyskytuji vlasové folikuly a kozni zlazy [6].

Tela subcutanea
Podkozni vazivo je slozeno z fidkého vaziva, které je volné fixovano k orgdniim a tim

zajistuje neomezeny pohyb kiize. Kromé toho se zde velmi ¢asto vyskytuji tukové bunky [3].

2.2 SVALOVA TKAN

Hlavni funkci svalové tkané je kontrakce, jez je umoznéna ptitomnosti proteinti aktinu
a myosinu uspofddanych do aktinovych a myosinovych mikrofilament. Svalova tkan se
rozdéluje na dva typy, na svalovou tkan hladkou a pfi¢né pruhovanou. Pfi¢né pruhovana
svalova tkan se dale déli na kosterni a srde¢ni [7-9].

Hladka svalové tkan se skladd z vietenovitych svalovych bunék, jejichz cytoplazma
obsahuje aktinova a myosinova mikrofilamenta. Svalové bunky se vyskytuji jednotlivé nebo
v souvislé vrstvé vzajemné propojené kandlkovym spojenim, elastickymi a retikularnimi
fibrilami. Hladka svalovina je inervovana autonomnimi nervy [7].

Pfi¢né pruhovana svalova tkan obsahuje myofibrily. Kosterni svalova tkan je slozena
ze svalovych vlaken [8]. Ty vznikly diferenciaci myofibroblasti na myofibrily, které tvofi
syncytia. Svalova vlakna jsou spojena vazivovymi fibrilami a obalena vrstvi¢kou kolagenniho
vaziva. Jednotliva svalova vlakna na povrchu obklopuje sarkolema a jadra uvniti sarkoplazma
[7]. Uvnitt svalovych vlaken jsou dale umistény zihané myofibrily slozené z tenkych
aktinovych a tlustych myosinovych mikrofilament [9]. Svalova vlakna obsahuji mozkomisni
nervy a bohatou sit’ krevnich kapilar [7].

Srde¢ni svalova tkan je sloZena z kardiomyocytil, které jsou navzijem propojeny
interkalarnimi disky. Prostory mezi bunikami vypliuje fidké kolagenni vazivo, uvnitt okolo
jadra je pfitomna sarkoplazma a zbytek bunék obsahuje pticné zihané myofibrily. Srde¢ni
svalovinu inervuji autonomni nervy a je bohaté zasobena krvi [8,9]. V srdecni svalové tkani

jsou jesté pritomna Purkynova vlakna a sekre¢ni kardiomyocyty [7].
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2.3 DIABETES MELLITUS

Prvni zminky o diabetes mellitus (DM) byly zaznamenany jiz 1500 let pfed naSim
letopoctem starovékymi Egyptany. Termin DM byl poprvé pouzit feckym I¢karem
Aretaeusem, ktery zil v letech asi 80 az 138. V roce 1776 se Matthewovi Dobsonovi podatilo
naméfit koncentraci glukdzy v moci, ktera byla u pacienti zvysSena. Teprve vroce 1812
v New England Journal of Medicine and Surgery se stal DM zéakladnim objektem zkoumani
[10].

DM patii do skupiny metabolickych, etiopatogeneticky heterogennich onemocnéni
charakterizovanych chronicky zvySenou hladinou glukézy (hyperglykemie) nad hranici
fyziologickych hodnot. Soucasny moderni styl zivota ma za nésledek neustalé zvySovani
poctu osob postizenych timto onemocnénim. Incidence v soucasné dobé presdhla hranici
200 miliont ptipadl, kdy nejvétsi procentudlni nariist je patrny ve vyspélych zemich svéta
[11,12]. Prevalence tohoto onemocnéni za posledni Ctyii desetileti vyustila v celosvétovou
celit [10].

DM a jeho prub&h ma vliv na kvalitu a délku zivota [12]. Jedna se o onemocnéni, které
neni v souc¢asné dobé vylécitelné, ale je dobfe 1éCitelné. Spravna péce o pacienty mize velmi
vyrazné snizit nemocnost a uUmrtnost Spojenou Stimto onemocnéni [13]. Nespravné
diagnostikovany nebo Spatné 1é€eny DM muze zplsobit mnoho komplikaci, mezi které patii
slepota, mrtvice, selhdvani ledvin, Spatné hojeni ran a s nim spojena ¢astd amputace dolnich
koncCetin [12]. S narGstajicim poétem preventivnich ¢innosti a objevem uc¢innych terapii pro
1é€bu DM a jeho komplikaci doslo za poslednich 40 let k vyraznému zlepSeni a zkvalitnéni
Zivota pacientd s touto nemoci [10].

I pres to, ze v souc¢asné dobé mame mnoho poznatkd 0 prevenci, patofyziologii a 1é¢bé

diabetes mellitus, existuje jeste fada oblasti, které nebyly dikladné prozkoumany [13].

2.3.1 Klasifikace diabetes mellitus

Nové poznatky o DM vedly ke zméné a vytvoreni soucasné klasifikace DM pouZzivané
od roku 1999, ktera je doplnéna o hrani¢ni poruchy glukézové homeostazy (tab. 1) [11]. Na
zaklad¢ etiologie a patologie délime DM na diabetes mellitus typ 1 (DM typ 1) a typ 2 (DM
typ 2), ostatni typy a gestacni diabetes mellitus [11-13]. Spole¢nym ukazatelem pro vSechny

typy diabetes mellitus je nedostatek inzulinu. Ten je zplisoben riiznymi pti¢inami, z nichz ne
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vSechny jsou pochopeny [13]. DM typ 1 a typ 2 jsou vétSinou polygenni onemocnéni. 1 az
2 % DM jsou monogenni poruchy, které ovliviiuji pfedev§im funkci pankreatickych B-bunck
[10].

Tab. 1 — Klasifikace diabetes mellitus a poruch glukézové homeostdzy v soucasnosti [11]

Diabetes mellitus Obvykla zkratka
I. Diabetes mellitus typ 1 DM typ 1 (diive IDDM)
A. imunitné podminény
B. idiopaticky
I1. Diabetes mellitus typ 2 DM typ 2 (dtive NIDDM)
II1. Ostatni specifické typy diabetu
IV. Gestacni diabetes mellitus

Hrani¢ni poruchy glukézové homeostazy HPGH
1. ZvySena glykemie nalacno IFG (impaired fasting glucose)
II. PoruSend glukdzova tolerance PGT

Diabetes mellitus typ 1 (diabetes mellitus zavisly na inzulinu) postihuje pievazné déti
a mladé lidi, ale mize se objevit ve vSech vékovych skupinach. Vyskyt se vyrazné lisi mezi
populacemi [10,14]. DM typ 1 zaujima 5 az 10 % vSech typti DM. Existuji 3 formy DM typu
1, které se lis§i veékem postizeného, vznikem, rychlosti a pribéhem onemocni a vyskytem
dalsich onemocnéni [13]. Hlavni oblast gent citlivych ke vzniku DM typu 1 lezi na kratkém
raménku chromozomu 6 a je spojena piedevs§im se systémem human leukocyte antigen (HLA).
Dalsi oblast se vyskytuje na chromozomu 11, ktera je spjata s genem pro inzulin [10,14]. Bylo
objeveno négkolik genti souvisejicich se vznikem diabetes mellitus typu 1, jako
HLA-DQA1*0301, HLA-DQA1*0302, HLA-DQB-1*0602 a HLA-DQW1.2. Ne u vsech lidi
s poruchou téchto genti vSak propukne DM [13]. Proto urcité existuji faktory zivotniho
prostredi, které po interakci s nékterymi geny zpusobuji destrukci B-bunék a tim vyvolavaji
DM typu 1. Zatim nejsou piesné znamy [14]. Absolutni nedostatek inzulinu vede k poruse
anabolickych procest a vzniku komplikaci typu hyperglykemie, polyurie, polydipsie,
polyfagie ¢i Castéjsi vyskyt acidozy [13].

Diabetes mellitus typ 2 (diabetes mellitus nezavisly na inzulinu) je nejcastéjsi forma
diabetes mellitus. Prevalence DM typu 2 se vyrazné lisi podle dané populace a geografické
polohy [14]. Tento typ DM nejcastéji postihuje lidi ve starSim veku, i kdyz vékova hranice se
Vv poslednich letech neustéle snizuje a neni ojedinély vyskyt mezi mladymi lidmi [10]. Vznik
tohoto onemocnéni je zplsoben vzajemnymi interakcemi genetickych faktori a faktor
prostiedi. Mezi Cinitele Zivotniho prostiedi podilejici se na tomto onemocnéni patii obezita

a snizena fyzicka aktivita [14]. Hlavni pfi¢inou vzniku a vyvoje chorobnych zmén v téle je
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inzulinova rezistence a poSkozeni funkce B-bunék. Spole¢né s témito poruchami se vyskytuje
u DM typu 2 metabolicky syndrom, ktery kromé inzulinové rezistence zahrnuje obezitu,
hypertenzi, hypertriacylglycerolemii a nizké hladiny HDL lipoproteint. Lidé s timto
syndromem maji zvySené riziko poruchy glukézové tolerance a vzniku DM typu 2 [10].
Ostatni specifické typy DM zaujimaji pouze okolo 1 % lidi s DM. Gestacni diabetes
mellitus se vyskytuje u 5 az 6 % téhotnych Zen a jedna se ve vétSing€ pripadt o diabetes

mellitus typu 2 [13].

2.3.2 Diabetes mellitus typ 2

2.3.2.1 Definice a vznik

Vznik tohoto onemocnéni je spojen s poruchou sekrece inzulinu a inzulinovou
rezistenci. Opét spolupracuji genetika a Zivotni prostfedi [12]. Genetické zmény se zdaji byt
prvnim impulzem pro rozvoj nemoci, ale samotny vznik nemoci je uréen ptedevsim faktory
zivotniho prostiedi [14]. Inzulinova rezistence spoleéné s hyperinzulinemii je stale
povazovana za predchiidce vzniku DM typu 2, ale fada studii ukazala, ze i absolutni
nedostatek inzulinu bez poruchy citlivosti tkani na inzulin, mize vést k rozvoji DM typu 2
[15]. Zfetelny DM typu 2 se zacne vyvijet pouze tehdy, kdyz uz B-bunky nejsou schopny
pfimétené zvysit sekreci inzulinu jako kompenzaci vad v Uéinku inzulinu [16]. Mnoho
aspektu z epidemiologie, patofyziologie a 1é¢ebnych postupu diabetes mellitus typu 2
u dospélych jsou dobie znamy, na rozdil od znalosti této nemoci u déti. Jisté je, Ze nadvaha
a obezita jsou nejvyznamnéjSimi rizikovymi faktory podilejici se na vzniku onemocnéni u déti
a mladeze [17]. Je velmi tézké popsat patofyziologii DM typu 2, protoze s neustalymi
pokroky v lékarstvi se pohled na DM typu 2 méni téméf kazdy den. Navic DM typu 2 neni
jedno onemocnéni, ale skupina nemoci s riznymi genetickymi a patofyziologickymi faktory,

ale s podobnymi ptiznaky a vysledky [13].

Environmentalni faktory

Zmeéna zivotniho stylu v n€kolika generacich odrazi vyznamny vliv environmentélnich
faktorti na expresi choroby. Obezita je jednim z prvnich vyznamnych ¢initelt podilejicich se
na diabetes mellitus typu 2, ale pouze mala ¢ast obéznich jedincti onemocni. Nejen pfitomnost,

ale také typ obezity ovliviiuje riziko vzniku [14]. Zejména visceralni obezita negativné
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ovliviyje citlivost na inzulin. Nartstem volnych mastnych kyselin z tukovych bunék muize
dochazet k zablokovani cest inzulinovych signalizaci, coz vede K inzulinové rezistenci.
Zvysené mnozstvi volnych mastnych kyseliny je uvolfiovano do portalniho ob¢hu, kde mize
narus$it metabolismus a ucinek inzulinu a zvysit glukoneogenezi v jatrech. ZvySeny obsah
triacylglycerold v organech cilovych pro inzulin (sval, B-bunky) mize mit za nasledek
snizeny uc¢inek a sekreci inzulinu [18]. Narust télesné hmotnosti v populaci je vysledkem
Spatného stravovani. Vysoce kaloricka strava se zvySenym obsahem tuku muze pfispét
K rozvoji inzulinové rezistence [10]. Dalsim faktorem ovlivijici vyskyt DM typu 2 je
nedostate¢na fyzicka aktivita. Prevalence choroby u fyzicky neaktivnich osob je dvakrat az
tiikrat vyssi nez u aktivnich jedinci. ZvySena obezita a snizena fyzicka aktivita se podili na
rozvoji inzulinové rezistence, ktera se zda byt rozhodujici slozkou v patogenezi DM typu 2
[14]. DM typu 2 je také spojen se starnutim, kdy dochazi ke ztraté svalové hmoty a zvySeni
tukové tkan¢ [18]. Dalsi roli mohou hrat rozdily v pohlavi a porodni hmotnost [16]. A tak,
I kdyz geneticka predispozice vedouci k rozvoji diabetes mellitus typu 2 je hlavnim ¢initelem,

prubéh onemocnéni je do znaéné miry zavisly na dalsich faktorech [14].

Genetické faktory

Nedavna studie genomu GWAS uspésné identifikovala a replikovala témét 75 oblasti
spojenych s DM typu 2 [16]. Onemocnéni poukazuje na familiarni dédi¢nost [14]. DM typu 2
se z genetického hlediska déli na monogenni a polygenni.

Monogenni formy jsou dusledkem vzacnych mutaci v jednom genu a jsou
charakteristické poruchou sekrece inzulinu [12]. Monogenni formy DM typu 2 se mohou dale
délit na 3 podskupiny a to diabetes mellitus typu 2 diagnostikovany v mladi (MODY), na DM
typu 2 zpusobeny mitochondridlnimi mutacemi ¢asto doprovéazeny sluchovou abnormalitou
a vzacné pripady mutaci genu inzulinu [12,15]. MODY familiarni podtyp DM typu 2 je
autozomalné¢ dominantni dédi¢nosti. Bylo objeveno Sest specifickych mutaci v rtznych
genech, které jsou zapojeny do MODY profilu, véetné glukokinazy a péti transkripcnich
faktor [15]. Tyto geny ovliviuji expresi jinych genti prostiednictvim regulace jejich syntézy
MRNA. Vyjimkou je MODY2 forma spojena s glukokinazou — klicovym regulacnim
enzymem B-bunék. V mitochondridlni DNA je popsano mnoho mutaci, které jsou spojené
s DM typu 2. Nejcéastéjsi z nich je A3243G substituce v genu leucinu tRNA. Tii monogenni
formy diabetes mellitus typu 2 charakterizované tézkou inzulinovou rezistenci jsou
disledkem mutaci v receptorech aktivovanych peroxisomovymi proliferatory (PPARY),

ATK2 a genti inzulinového receptoru [12].
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takového vyznamu jako u forem monogennich [10]. Tyto formy DM typu 2 se vyskytuji jak
s poruchou sekrece inzulinu tak inzulinovou rezistenci. Klinicky obraz je vytvofen
vzajemnym pusobenim environmentalnich a genetickych faktori [12]. Genetické studie
zjistily ptes 40 genetickych variant, které zvysuji riziko DM typu 2, ale pouze 10 % bylo
pfimo spojeno s nemoci [10]. Tyto polymorfismy mohou byt lokalizovany jak u pacientd
s diabetes mellitus typu 2, tak i u zdravé populace. Sekvenéni rozdily v nékolika genech byly
spojeny s polygenni formou DM typu 2, napiiklad kalpain 10, PPARy a KCIN11 [12,16].
Vzhledem k existenci silné genetické rozmanitosti mezi svétovou populaci v disledku
biologickych vlastnosti, kulturni historie a stravovacich navykl jsou studie velmi obtizné.
Dokon¢eni Human Genome Project v roce 2003 usnadnilo geneticky vyzkum spojeny s DM
typu 2 a ocekdva se, ze v nejbliz§i budoucnosti bude identifikovdno vice genidl spojenych

s DM typu 2 [16].

2.3.2.2 Epidemiologie

DM typu 2 zaujima v 21. stoleti pfedni pficku nejcastéjsich onemocnéni postihujicich
lidi na celém svéte a 5. misto, co se tyCe umrtnosti. Mezindrodni diabetickd federace v roce
2011 zaznamenala 366 miliont lidi s diabetes mellitus typu 2. Podle jejich statistickych tdaja
toto Cislo stale roste a v roce 2030 by se mohlo pohybovat okolo 552 miliont [16].

Nejéast&jsi vyskyt je zaznamenan v USA, Indii a Cing. Pocet lidi s DM typu 2
v USA je vyssi mezi etnickymi mensinami (afri¢ti, domorodi a hispansti Americ¢ané) oproti
b&zné populaci [16]. Udaje u réiznych etnickych skupin Zijicich ve stejné zemi se mohou lisit.
Je znamo, Ze u emigranti je vyskyt vétsi ve srovnani s domorodci [14]. Existuji i populace
s extrémné vysokym vyskytem DM typu 2. Mezi né patii tieba pravi Pima indiani, u kterych
se toto onemocnéni pfipisuje piedevsim genetickym faktorim. Rozdily ve vyskytu DM typu 2
Vv riznych geografickych a kulturnich oblastech jsou také spojeny s Zivotnim stylem a stravou
[12]. S piibyvajicim vyskytem nadvahy a obezity se zvySuje pocet piipadl diabetes mellitus
typu 2 i u déti a mladych dospélych [17].

2.3.2.3 Komplikace

Klinicky obraz a komplikace DM typu 2 se navzajem prolinaji. Prvotni metabolickou

abnormalitou v pfitomnosti obezity je inzulinova rezistence. Ta ma za nasledek fadu zmén
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Vv klinickém obraze. V prvni fazi dochazi k hyperinzulinemii, kterd ma snahu kompenzovat
inzulinovou rezistenci, ale po ur¢itém ¢ase funkce B-bunék selze a dochazi k rozvoji DM typu
2 [15,17]. Hyperinzulinemie je vyraznym ukazatelem vyvoje DM typu 2 [15]. Nastupuje
hyperglykemie, pocateéni hyperinzulinemie piechazi v hypoinzulinemii, dochazi k atrofii
a snizeni poc¢tu B-bun¢k. Kromé toho je pfitomna vysoka koncentrace triacylglycerold a nizka
hladina HDL cholesterolu [12,14]. Klinicky obraz muzeme rozdélit do tii skupin na
asymptomaticky (glykosurie, hyperglykemie v rutinnim vysetfeni), mirné ptiznaky (nocni
pomocovani, polydipsie) a zavazné ptiznaky (polyurie, ubytek hmotnosti, glykosurie, ketoza,
diabeticka ketoacidoza) [17].

Mezi komplikace u pacientt s MODY typem diabetes mellitus typu 2 mohou patiit
rizna cystickd onemocnénimi ledvin, ¢asto doprovazena chronickymi komplikacemi DM.
Dale byly popsany lipidové abnormality, renalni tubulopatie, abnormality ledvin a délohy.
Vzacné mutace v genu pro PPARy zptsobujici syndrom tézké inzulinové rezistence jsou
doprovazeny castecnou lipodystrofii, hypertenzi a jaterni steatdézou. Inzulinova rezistence
muze vést ke koznim zméndm jako je akantéza. Dale mé za nasledek zvySeni ristového
hormonu v puberté [12]. Postupem c¢asu se zvySuje proliferace hladkych svalovych bunék
v cévach, tvorba kolagenu, produkce rustovych faktord a zanétlivych cytokini [15].
Hyperinzulinemie zvySuje mnozstvi androgenti, které jsou nedilnou soucasti hormonalni
nerovnovahy u syndromu polycystickych ovarii, ktery kon¢i neplodnosti [18]. DM typu 2
ptispiva k rozvoji cévnich mozkovych ptihod, ischemickym chorobam dolnich koncetin (obr.
2) a amputacim [16]. Je také piitomen metabolicky syndrom, ktery zvySuje pravdépodobnost
ischemické choroby srde¢ni. Volné mastné kyseliny ovliviiuji vaskularni reaktivitu a maji za
nasledek endotelidlni dysfunkci. Zvysené hladiny adiponektinu a jinych adipocytokini mohou
také hrat n&jakou roli, ale jejich uloha jest¢ neni pfesné¢ znama [18]. Mezi nasledky
dlouhodobych uc¢inkd diabetes mellitus ftadime mikrovaskularni, makrovaskularni
a neurologické komplikace [10,11,16]. Mezi makrovaskularni komplikace patii ateroskler6za
koronarnich tepen, ktera je bézna u vétSiny lidi s DM typu 2 a je nejéastéjsi pric¢inou amrti
[13]. Dale se zde vyskytuje hypertenze, koronarni ischemicka choroba srde¢ni, onemocnéni
perifernich cév, mozkova cévni onemocnéni [16]. Mikrovaskularni komplikace postihuji
kapilary v celém téle. Cilovymi organy poSkozeni jsou predev§im oc¢i a ledviny. Diabeticka
retinopatie je nejcastéjsi pricinou slepoty [13,19]. Neuropatie mohou vést ke vzniku viedl na
nohou a Spatnému hojeni koznich ran. U diabetikl jsou pfitomny casté stafylokokové infekce

[16,20]. Chronickym komplikacim DM se da predejit jednoduchou kontrolou hladiny glukézy
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v krvi. Bohuzel i v soucasné dob¢ se tato opatieni ve spolecnosti nevyskytuji tak, jak by méla

a mnoho lidi nadale trpi zavaznymi komplikacemi [13].

Obr. 2 — Ischemicky defekt u nemocného se syndromem diabetické nohy [21]

2.4 HOJENI RAN

Hojeni ran je d¢j, ktery slouzi k opravé a uzavieni poskozené tkané a obnovée funkce
ktze [22]. Jedna se o slozity dynamicky proces zahrnujici nékolik fazi, které se navzajem
prolinaji [23]. Proces hojeni ran za¢ina bezprostifedné po poranéni tkané a vyzaduje fadnou
kontrolu. T¢ se ucastni nékolik typt bunék (neutrofily, monocyty, makrofagy, keratinocyty)
a mnoho dalSich komponent jako cytokiny, ristové faktory, proteinazy, zejména matrix
metaloproteinazy a dal$i slozky extracelularni matrix (ECM). Krom¢ jednotlivych funkeci,
které zajist'uji je dalezita i jejich vzajemna interakce [23-26].

Hojeni ran vSak ovliviiuje 1 fada negativnich faktord, které mohou byt pticinou
patologického procesu hojeni. Sem patii faktory systémové (vek, zdravotni stav, pfidruzena
onemocnéni) a faktory lokalni (velikost rany, lokalizace, infekce) [27].

Podle rozsahu poskozené tkan¢ a dalSich parametri rozdélujeme proces hojeni na dva
typy a to primarni hojeni (per primam) a sekundarni hojeni (per secundam). Primarni hojeni
je fyziologicky proces hojeni akutnich ran. U chronickych ran dochazi k patologickému

procesu hojeni a jedna se o hojeni sekundarni [22,27].
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2.4.1 Primarni hojeni

Hojeni akutnich ran se sklada ze tii az péti fazi, které se prekryvaji v ¢ase a prostoru.
Mezi jednotlivé faze mizeme zafadit hemostdzu a koagulaci, zanét, proliferacni fazi,

neovaskularizaci a angiogenezi a posledni remodelaéni fazi [28-30].

2.4.1.1 Faze exsudativni

Prvni etapa je vénovana hemostaze a koagulaci, kterd nastane bezprostiedné po
poranéni a trva nékolik hodin. Kromé toho je v této fazi zahajen zanétlivy proces. Pii
poskozeni tkan¢ a cév nejprve dochazi k agregaci trombocyti a vytvoteni fibrinové sraZeniny,
ktera je tvofena molekulami fibrinu, fibronektinem, vitronektinem a trombospodinem
[19,27,29,30,31]. Fibrinova srazenina zajiStuje hemostazu, ale soucasné také slouzi jako
matrix pro docasnou infiltraci bun¢k [28]. Trombocyty vylu¢uji nékolik rozpustnych faktord,
véetné rustového faktoru desti¢ek (PDGF), ktery zahajuje chemotaxi neutrofili, makrofagt
a fibroblastt [19,25]. Dale produkuji inzulinu podobny rustovy faktor (IGF-1), epidermalni
rustovy faktor (EGF), transformujici ristovy faktor alfa (TGFa) a vaskuldrni endotelialni
rastovy faktor (VEGF) [22,23].

Trombocyty a leukocyty uvoliuji cytokiny a rustové faktory, jako interleukiny (IL-1a,
IL-1B, IL-6) a tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a), které aktivuji zanétlivy proces.
Soucasné dochazi k sekreci ucinnych antimikrobialnich latek a proteinaz neutrofily [29].
Neutrofily jsou postupné nahrazovany monocyty, které maji stejnou funkci [30,31].
Neutrofily a makrofagy maji za kol vy¢istit ranu a odstranit patogenni material.

Trombocyty spole¢né s makrofagy produkuji transformujici rastovy faktor beta
(TGFP), ktery umoznuje aktivaci fibroblastd a jejich migraci do granula¢ni tkané€. Soucasné
dochazi k mnozeni keratinocytli a jejich pfesunu z Okraje rany (reepitelizace) [25,26,28].
Tento proces je aktivovan signalni drahou v epitelu, kde endotelidlni buiikky u okraje rany
uvoliuji velké mnozstvi cytokinti a ristovych faktort EGF, ristovy faktor keratinocyt
(KGF), IGF-1 a nervovy rastovy faktor (NGF) [25,29]. Dochazi k oddéleni hemidesmozomi
mezi epidermis a bazalni membranou, uvolnéni mezibunécnych desmozomii pomoci
kolagenaz a elastaz a keratinocyty migruji podél fibrinové srazeniny do stiedu rany [26,29].
Na tomto d&ji se dale podileji tii hlavni molekularni slozky — rustové faktory, integrity
a matrix metaloproteinazy (MMPs) [26]. Aktivované MMPs podporuji degradaci bilkovin

ECM v ran¢, coz usnadiiuje buné¢nou migraci [23]. Kromé migrace keratinocyti, na které se

23



MMPs (MMP-1, -2, -3, a -10) podileji, hraji vyznamnou roli i v migraci fibroblasta (MMP-1,
-2, -3 a-13) [32]. Proces pokracuje do doby, nez dojde ke vzajemnému kontaktu bunék a poté
je pomoci GTPaz posunovacu vypnut [26]. Timto krokem dochézi k pfechodu zanétlivé faze

do faze proliferacni [28].

2.4.1.2 Faze proliferac¢ni

Prolifera¢ni faze zac¢ina 3 — 10 den po zranéni [29]. Tento krok zahrnuje vytvofeni
granulacni tkané spolu s novotvorbou cév a proliferaci fibroblastt [22,27]. Na novotvorbé cév
se podili komplex bunécnych, humoralnich a molekularnich dé€ji. Inicidtory obnovy cévniho
systému jsou rustové faktory VEGF, PDGF, bazicky fibroblastovy rustovy faktor (bFGF)
a serinova proteinaza trombin [25,29,31]. Proliferace fibroblasti a syntéza matrix je
stimulovana PDGF a TGFf [26].

2.4.1.3 Faze remodelaéni

Béhem této faze dochézi k odstranéni srazeniny, postupné involuci granulacni tkané,
rozkladu kolagenu a jeho reorganizaci do velkych svazki, které se kiiZzové poji. Fibrinova
srazenina je nahrazena fibronektinem, nasledné¢ kolagenem III, ktery je postupné pfeménén na
siln€jsi kolagen I. Diferenciace fibroblastii na myofibroblasty umoziuje kontrakci a vytvoieni
kompaktni tkané, ktera se jevi jako jizva. Vysledna jizva dosahuje jen asi 80 % pevnosti
normalni kize [22,28]. Piestavba probiha od 21. dne az do 1 roku [29].

Zatimco funkce bunék zapojenych do procesu hojeni jsou dobie znamy, biochemické
reakce vedouci k aktivaci téchto bun€k nebyly jesté fadné€ prozkoumany. Prestoze piesné
mechanismy jsou nejasné, je zndmo, ze imunitni systém hraje zasadni roli v regulaci téchto
procesi [30].

Cilem primarniho hojeni neni dokonala regenerace poskozené tkan€. PredevSim jde
0 rovnovahu mezi rychlym uzavienim rany a dobrou opravou tkané [28]. Soucasti kiize jsou
komponenty, jako jsou vlasové folikuly nebo potni Zlazy, které se uz nikdy uplné po urazu

nezotavi [29].
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2.4.2 Sekundarni hojeni

Chronickd rana je definovana jako réna, u které doSlo k poruSeni kontinuity
a s ni souvisejici funkce ktize a ktera i pres adekvatni 1écbu neprojevuje po dobu 6 tydnli
schopnost hojeni [22,32,33]. Je vysledkem selhani fyziologického procesu hojeni, ktery je
v n€kolika mistech narusen, neprobiha v daném poradi a ¢ase [28]. Hoji se vystavbou nové
granulacni tkané s naslednou epitelizaci, pfipadné¢ dochazi k tvorbé nehojivého chronického
defektu [22]. Mezi rizikové faktory, které mohou ptispét k rozvoji chronické rany, patii cévni
onemocnéni, diabetes mellitus (obr. 3), alkohol, nikotin a stati. Chronické rany se vyskytuji
u jedincu s defekty, které bud’ brani hojeni, nebo pokracuji v patologickém procesu hojeni
[30]. Mezi chronické rany fadime: bércové ulcerace, dekubity, diabetické defekty (syndrom
diabetické nohy), exulcerujici malignity, kozni viedy a per secundam se hojici opera¢ni rany
[33].

Hojeni chronickych ran je nekoordinovany proces, pfi némz hojeni neprobihd podle
zakladniho schématu. Casto dochazi k prodlouZeni nékterych fazi, predevsim faze exsudativni
a proliferacni, a k naslednému pozastaveni hojeni [23]. Kazdé faze procesu hojeni se ucastni
cytokiny, rustové faktory, proteinazy a endokrinni hormony, jejichz rovnovaha a funkce
u chronickych ran jsou poruseny. V prostfedi chronickych ran maji buiiky sniZenou
mitotickou aktivitu [22]. Ackoli etiologie chronickych ran neni zcela znama, byly popsany tfi
hlavni rozdily mezi hojenim akutnich a chronickych ran a to sniZeni aktivity rustovych
faktorti, zvySeni Cinnosti proteinaz a zvySeny vyskyt starSich fibroblastt [28,31].

Opakované trauma nebo ischemie tkané vede k prodlouzeni doby zénétu se
zmnoZenim neutrofilli, makrofagh a mastocyt, které ve vyS$§im mnoZstvi produkuji
prozanétlivé cytokiny, které se podileji na udrzeni zanétu [23]. Jsou zvySeny hodnoty zejména
TNFa, IL-1 a IL-6 [22]. Zastava krvaceni a prvotni oprava ran je u hojeni chronickych ran
opozdéna [34]. Studie prokazaly, ze vysoky obsah tuku pisobi negativné na hojeni ran,
zejména diky prodlouZeni zanétlivé faze. Soucasné je prokazano, Ze zpisobuje mensi
kontrakce a zhorSenou reepitelizaci, coz ukazuje na zpozdénou migraci keratinocyti. Tukova
tkan je spojena se zvySenim prozanétlivych mediatort jako TNF-a, riznych IL, v¢etné IL-1,
IL-6 a IL-8, se zpozdénou epitelialni a bunécnou proliferaci, s diferenciaci myofibroblastt,
s poruchou tvorby granula¢ni tkan¢€ a angiogeneze a také s poruchou syntézy a ukladani
kolagenu [19,24]. Proteinazova aktivita u chronickych ran je podstatné vyssi nez u ran
akutnich. MnozZstvi proteinaz stoupa a zaroven se objevuje nedostatek jejich inhibitort.

Zm¢ena jejich poméru se méni v pribéhu hojeni. Tato nerovnovaha zptsobuje degradaci ECM
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a umoziluje zmnozeni bakterii, které dale proces hojeni zpomaluji. Bakterie omezuji
proliferaci a migraci fibroblastd, endotelovych bunék, keratinocytii, lymfocyt, makrofaga
a také stimuluji produkci MMPs [23,28,34]. Cim vyssi je mikrobialni zne¢isténi, tim
pomalej$i je rychlost hojeni nebo dochazi k uplnému zastaveni procesu hojeni [34].
Chronické rany jsou charakteristické zvySenim hladiny MMP-2 a MMP-9 a soucasné
snizenou hladinou tkanového inhibitoru matrix metaloproteinaz (TIMP-1) [32]. Ptehnany
zanét nebo trauma tkané ma za nasledek spusténi aktivace neutrofilt. V akutni rané se
aktivované neutrofily prakticky po prvnich hodinach nevyskytuji, zatimco v chronické rané
jsou neutrofily piitomny b&hem celého procesu hojeni. Aktivované neutrofily stimuluji
sekreci matrix metaloproteinaz (MMP-8 a -9) a neutrofilni elastazy. Ty systematicky
degraduji proteiny ECM, opozd’uji proces bunééné proliferace a hojeni ran [34]. Vyrazn¢ je
snizena hladina rastovych faktorit EGF, KGF, PDGF a IGF [32]. Ty jsou jednak degradovany
aktivitou proteaz nebo mohou byt ,,vychytavany* molekulami extracelularni matrix [22,23].
Zjistilo se, ze fibroblasty nereaguji na ristové faktory, coz ma za nasledek snizenou migraci
a proliferaci téchto bungk, které maji dulezitou roli v expresi rustovych faktord FGF, TGFp,
ristového faktoru desti¢ek a pii tvorbé granulaéni tkané [22,26,34]. Casto piehlizenym
faktorem pfispivajicim k prodlouzenému hojeni ran, je zména hladiny oxidu dusnatého (NO)
[34]. Dalsi roli v sekundarnim hojeni ran hraje aktivace komplementu. I ptes pozitivni ucinky
komplementu bylo zjisténo, Ze nevhodna aktivace komplementu mize zpUsobit apoptézu
bunék, zvysit zanét a tim pfispét k poruse hojeni ran. V chronickych ranach byly prokazany
zvySené hladiny slozek komplementu C1qg, C3, C3d. Zvysené hladiny C-reaktivniho proteinu,
neutrofili @ makrofagti ukazuji na dlouhodoby zanét. Pretrvavajici aktivace komplementu je
také spojena S opozdénym hojenim ran u star§ich pacientd [30]. V disledku bunééné
senescence (fibroblasty, keratinocyty, makrofagy) je klze ve starSim véku nachylnéjsi
k rozvoji chronické rany. Bolest vyplyvajici z traumatu tkan¢, infekce, prevazi a Spatné
vlhkosti prostiedi rany komplikuje proces hojeni ran [32].

Mezi poruchy hojeni by se dalo zatadit i fibrotické onemocnéni, které je vSak narozdil
od sekundéarniho hojeni chronickych ran charakteristické abnormalnim zvySenim procesu
hojeni, kdy dochazi k nadmérmné tvorbé komponent ECM a vysledkem je tvorba koloidnich
a hypertrofickych jizev [26,29].

Vétsina chronickych ran dobfe reaguje na konvenéni 1é¢bu, nicméné u malé populace

pacientt s chronickou ranou k hojeni nedochazi navzdory nejlepsi péci [32].
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Obr. 3 — Srovndni procesu hojeni ran u zdravych jedincii a pacientii s diabetes mellitus [21]

2.4.3 Vliv diabetes mellitus na hojeni ran

Klze diabetika ma hor$i biomechanické vlastnosti, coz ji ¢ini vice nachylnou
k poskozeni [21,35]. Bylo identifikovano vice nez 100 faktort, které prispivaji ke zhorSenému
hojeni ran u diabetikd [36].

U diabetickych pacientti, jsou ovlivnény vSechny faze hojeni ran [37]. Dochazi ke
zmeéné zanétlivé odpovédi. Ta je charakteristickd pomalym néstupem, delSim prib&éhem
s trvalym projevem zanétlivych cytokini makrofagh jako je chemotakticky protein
monocyti-1 (MPC-1) a inhibi¢ni cytokiny makrofagi-2 (MIC-2) a zvySenou incidenci
infekce [20,35,38, 39]. Pacienti s DM casto nejsou schopni bojovat s infekci kvali porusené
imunitni odpovédi. Rada studii poukazala na nékteré mikroorganismy, které vykazuji
zvySenou prilnavost k diabetickym bunikam [37,40]. Navic prvni tfi dny hojeni jsou
charakteristické snizenym mnozstvim neutrofild a po tiech dnech, kdyby neutrofily mély byt
nahrazeny makrofagy a lymfocyty je zaznamenan jejich vyssi pocet. Porucha zanétlivé faze
zpusobuje selhani v nasledném rastu fibroblasti a syntéze kolagenu [38]. V pozdé&jsich fazich

hojeni pietrvavaji v diabetické ran¢ zanétlivé bunky, které zplsobuji patologické hojenti,

27



v diasledku zvysené exprese IL-1B, TNF-o a matrix metaloproteinaz [37]. Dale dochazi
k opozdéné kontrakci, poruse produkce ristovych faktorti, defektu angiogeneze,
k nerovnovaze mezi hromadénim extracelularnich komponent a jejich piestavbé pomoci
MMPs [35-37,40]. Hladiny MMP-2 jsou zvySené, ale pomér MMP2 a TIMP-2 je zachovan,
na rozdil od MMP-9 a TIMP-1, kde je zvySené mnozstvi MMP-9. Je patrna zvysena ¢innost
kolagenaz [35]. DM typu 2 ma za nasledek dysfunkci endotelidlnich bunék, poruchy
vazodilatace, poruchy prolifera¢nich, migra¢nich a syntetickych schopnosti, pfilnavosti
a diapedézy leukocytu [40]. Endotelialni dysfunkce je spojena se snizenou produkci NO,
zvySenou agregaci trombocytil, zvySenou expresi adheznich molekul, chemokint a cytokina
a vyssi produkei reaktivnich forem kysliku z endotelu [19,37,39,40]. Dalsim patologickym
procesem je inaktivace endotelialniho relaxa¢niho faktoru (EDRF), snizeni signalizace VEGF,
vyssi hladiny produktd glykace a zvysena adheze leukocytu k endotelu [21,37,40]. Ovlivnéna
muze byt také vaskulogeneze, protoze proangiogeni uc¢inky mononuklearnich bunék kostni
diené a endotelialnich progenitorovych bunék (EPC) jsou snizené [36,40]. Nedostatek EPC je
pravdépodobné zptisoben v disledku poruch eNOS-NO kaskady v kostni dieni [37,39].
Neuropatie mtze snizit schopnost vnimat vselijaké mensi urazy (puchyfte, viedy) [20,39].
Diabetic¢ti jedinci maji obvykle aterosklerotické cévy, které zmenSuji pritok krve, coz vede
k naruSeni hojeni ran a oxygenace [40]. Dalsi studie potvrzuji sniZzenou chemotaxi
polymorfonukledrnich leukocyti a neutrofili a s tim spojené snizeni fagocytoézy. Je ohroZena
chemotaxe a fagocytarni vlastnosti monocytt [20,21,37,40]. Je zaznamenana porucha funkce
makrofagl, snizené mnozstvi a Spatna organizace granula¢ni tkané, porucha migrace
a proliferace keratinocytt a fibroblasti [36]. Zpomaleny nastup diferenciace myofibroblasti
a zvySeny vyskyt apoptdozy jsou vidény béhem nevhodnych fazi hojeni. Keratinocyty
projevuji absenci migrace, hyperproliferaci a netplnou diferenciaci. Fibroblasty prokazuji
fenotypovou zmeénu, snizeni migrace a proliferace [37]. Je patrna nerovnovaha V syntéze
a degradaci kolagenu. Pokles kolagenu typu | a zvySeny vyskyt kolagenu typu Ill. Vé&tsi
tuhost a snizena pruznost kiize je pravdépodobné zptisobena snizenym ukladanim kolagenu
[35,37]. Navic jsou diabetické rany tuzsi diky vyssimu hromadéni kolagenu a niz§imu

mnozstvi ristovych faktord, jako je PDGF a EGF [37].

2.4.4 Lécba sekundarnich ran

Chronické rany u zdravych jedincii jsou vzacné. Nicmén€ U ohrozenych pacientl

rozvoj nehojicich se ran predstavuje zvySenou zatéz soucasnych systému zdravotnické péce.
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To se nadale zhorSuje s celosvétoveé rostoucim vyskytem nemoci diabetes mellitus a jinych
onemocnéni. Celozivotni vyskyt viedd na nohou u diabetikti se odhaduje na 15 % az 25 %.
Jiné nehojici se kozni 1éze zplisobené riznou piicinou jsou odhadovany na 35,5 %. Bohuzel
selhani soucasnych l1é¢ebnych strategii chronickych ran ¢asto vede k amputaci konéetin, coz
je dale spojeno s 14,7% pooperacni mortalitou. Objev novych alternativnich 1écebnych
postupll pro nehojici se rany je rozhodujici pro snizeni utrpeni pacienta a nakladl spojenych
s 1é¢bou [28,31].

Lécba ran se lisi v zavislosti na typu poranéni, etiologii, velikosti a umisténi rany.
Kromé toho musi byt brany v avahu vnéjsi faktory [32]. Nové 1é¢ebné postupy zdlraziuji
potfebu débridement, ktery =zajisti odstranéni nekrotické tkané, rozsahlého zanétu
a bakterialniho biofilmu [31,33,34,41]. Po vycisténi rany se aplikuji farmaceutické 1éky
a biologické materialy, které stimuluji okolni zdravou tkan a podporuji hojeni ran [32,41].
Studie na experimentalnich zvifecich modelech ukazaly, ze aplikace ristovych faktori mize
urychlit normalni proces hojeni. Rustové faktory byly jiz diive pouzity u lidi k 1écbé
nehojicich se ran. Mezi nejcastéji studované rustové faktory se fadi EGF, FGF, PDGF, TGFa
a TGFp [25,31]. Ristové faktory viak maji omezenou klinickou uéinnost. Usp&iné terapie
muze byt dosazeno az tehdy, jsou-li zanétlivé procesy a hladina proteinaz pod kontrolou [34].
Dalsim 1écebnym prostiedkem mize byt periostin, kterému je v soucasné dobé vénovana
velka pozornost a plazma bohatd na trombocyty, kterd se pouZziva k 1é€bé chronickych ran
vice nez 20 let [28]. Jako biologické materialy se vyuzivaji nové funkéni obvazy, které
zaznamenaly obrovsky rozvoj. Ty zajist'uji terapii rany, snizuji vyskyt nehojicich se ran
a podporuji proces hojeni [31,33].

V soucasnosti neexistuje zadny ,,zdzracny 1ék* na hojeni vSech typii chronickych ran.
Jednim z dulezitych krokid uUspésné 1écby se zdd byt vyrovnavani faktorl, které se podili
na normalni hojeni ran [32]. Ristové faktory pomahaji regulovat mnoho ¢innosti zapojenych
do 1éCeni. Zjisténi presné role a funkce rustovych faktord nabizi dobrou alternativu pro 1é¢bu
v budoucnosti. Utlum aktivace komplementu pomoci specifickych inhibitord je povazovan za
inovaéni strategii oSetfovani ran. Ackoliv klinické studie o ucincich téchto inhibitord na
hojeni ran jsou omezené, dostupné udaje ukazuji, Zze snizeni aktivace komplementu muize
zlepsit hojeni ran. Navic ke zmirnéni aktivace komplementu mohou byt vyuzity bezpecné
a ucinné latky ziskané z riznych mikroorganismu, 1é¢ivych Cervi, jejich larev a rostlin [25].
Kromé toho studie kmenovych bun¢k a pokroky v tkanovém inzZenyrstvi nabizeji nové

1écebné moznosti v hojeni ran [25,29,41].
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U nehojicich se ran by mél byt sledovan celkovy stav (DM, hypertenze, kouieni),
lokalni situace rany (bakterie, vlhkost, edém), specializované mistni intervence (MMPs,
biofilm, hyperbaricka terapie, snizeni bolesti, obvazy) a systémova kontrola (antimikrobialni
latky, bolest). Rada faktorti lokalnich a systémovych, vnitinich a vngjsich mize mit totiz
dopad na hojeni ran a pieruseni normalniho sledu udalosti [31,34,41].

Chceme-li objevit nové a cilenéjsi 1éCebné postupy, je tfeba nejprve porozumét
molekularni biologii fyziologického hojeni ran. Pacient si zaslouzi nejen rychly,

nekomplikovany proces hojeni ran, ale také dobry koneény esteticky vysledek [27,29].

2.5 MATRIX METALOPROTEINAZY

Matrix metaloproteinazy jsou c¢leny velké rodiny enzyma (endopeptidaz), jejichz
katalyticka aktivita je pfisné regulovana [26,42-45]. Patii do skupiny zinek dependentnich
metaloproteinaz [46]. V soucasné dob¢ existuje 26 enzymu S riznou substratovou specifitou
a strukturou, které maji spoleéné vlastnosti. U prvnich tfi ¢lent byla identifikovana jejich

schopnost rozkladat kolagen, zelatinu a proteoglykan [45,47-50].

2.5.1 Struktura matrix metaloproteinaz

MMPs maji charakteristickou multidoménni strukturu. Skladaji se z prodomény,
katalytické domény, zavésné oblasti a domény hemopexinu [50,51]. Signalni peptid fidi jejich
vylucovani z bunky, propeptid ma zasadni vyznam pro udrzeni pro-MMPs v latentni formé.
Katalytické domény obsahuji vazebné misto pro Zn**. Zavésna oblast spojuje katalytickou
doménu s hemopexinem. Tato oblast urCuje substratovou specificnost MMPSs,
zprostiedkovava interakce s endogennimi inhibitory a hraje urcitou roli v kolagenolyze [49].
Vyjimku tvoii MMP-7, MMP-23 a MMP-26. Napiiklad MMP membranového typu
(MT-MMP) maji navic transmembranové a cytosolické domény kotvené k bunécné
membrané. Mezi dalsi komponenty patii glykosylfosfatidylinositol (GPl) v MMP-17
a MMP-25 a Zelatinu vazajici domény v MMP-2 a MMP-9 [50].

2.5.2 Regulace matrix metaloproteinaz

Jsou vyluCovany jako neaktivni proenzymy (zymogeny) z buiky nebo zistavaji

vazané na bunéfnou membranu. K jejich aktivaci dochazi v extracelularnim prostoru
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[26,42,43,50]. Funkce MMPs je ptisn¢ kontrolovana na urovni transkripce, sekrece, aktivace
a inhibice aktivovaného enzymu [49]. K aktivaci matrix metaloproteinaz dochazi odstranénim
prodomény, coz vede k odhaleni aktivniho mista enzymu, které obsahuje zinek [50,51].
Aktivované MMPs se mohou ovliviiovat dalsich MMPs [50]. VétSina z téchto enzymu Se
vyskytuje v nizkych hladinach v tkani [49]. Expresi vétsiny MMPs (MMP-1, MMP-3,
MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-12, MMP-13 a MMP-19) lze navodit u nékolika typt
bunék (keratinocyty, fibroblasty, endotelialni bunky, lymfocyty, monocyty a makrofagy)
v reakci na cytokiny a rastové faktory (interleukiny, interferony, EGF, KGF, FGF, VEGF,
PDGF, IL-1, TNF-a, TGF-B), hormony, onkogeny a kontakt bunék s ECM nebo jinymi typy
bun¢k [49,50,52,53]. Nejvetsi aktivitu maji pii neutralnim pH extracelularniho prostoru
[42,43,52].

Proteolyticka aktivita matrix metaloproteinaz je regulovana aktivaci a inhibici pomoci
specifickych inhibitord TIMPs a nespecifickych proteindzovych inhibitort jako al-proteinaza,
a2-makroglobulin a trombospondin-1 a -2 [49-51,53]. TIMPs jsou endogenni proteinové
inhibitory MMPs [54]. V sou¢asné dobé¢ jsou znamy ¢tyii TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3
a TIMP-4), které brzdi veskeré MMPs [45,49,50]. TIMP-1, -2 a -3 jsou exprimovany
epitelialnimi bunikami i fibroblasty [50]. TIMP-1 inhibuje aktivitu vétsiny MMPs, s vyjimkou
MT1-MMP a MMP-2 [49,51]. TIMP-2 inhibuje aktivitu vétSiny matrix metaloproteinaz,
s vyjimkou MMP-9 a latentni formy pro-MMP-2. TIMP-3 inhibuje aktivitu MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9 a MMP-13. TIMP-4 je nejnovéji objevenym inhibitorem. Inhibuje aktivitu
MT1-MMP, MMP-2, MMP-9, a MMP-7. Exprese TIMP-4 je ¢asta v srdci, ale i v mistech
poranéni tkané [49]. Pochopeni principu inhibice a objeveni dalsich ucinnych specifickych

inhibitort MMPs ptedstavuje vyzvu pro rozvoj novych 1é¢ebnych postupt [49,50,53].

2.5.3 Funkce matrix metaloproteinaz

MMPs jsou zapojeny do mnoha biologickych a patologickych déji. Ackoli piesna role
vSech MMPs jesté nebyla objasnéna, n€kolik matrix metaloproteinaz a jejich funkce byly
detailn¢ popsany [43,55]. Proteolyticka degradace extracelularni matrix MMPs hraje klicovou
roli v fadé fyziologickych i patologickych procest [26,42,44,45,47,48,52]. MMPs jsou dale
zapojeny do zpracovani, aktivace, nebo deaktivace riznych faktord. MMPS zaujimaji Gstiedni
roli v embryogenezi a za normalnich fyziologickych podminek ovliviuji proliferaci bunék,
apoptézu, zanét, bunéénou migraci, remodelaci a hojeni ran, angiogenezi a klicové

reprodukéni dé&je (ovulace, implantace embrya, menstruace a proliferace endometria)
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[26,45,46,49-51,54]. Krom¢ ECM ovliviiuji matrix metoloproteinazy i rizné druhy molekul
na povrchu bunék. Podileji se na tvorbé bunéénych receptorti a imunologickych procesech
[51].

Piipadna ztrata kontroly ¢innosti a rovnovahy mezi MMPs a TIMPS muize mit za
nasledek riizné nemoci jako nefritida, tkanové viedy, fibroza a endometrioza [49-51]. Kromé
ucasti vV homeostaze a remodelaci pojivové tkané, proteolytické aktivity MMPS vyznamné
prispivaji K poSkozeni tkan¢, které se vyskytuje u chronickych zanétlivych onemocnéni
(revmatoidni artritida, osteoartritida, kardiovaskularni choroby, Alzheimerova choroba,
autoimunitni onemocnéni ainvaze nadort) [45,50-52,54]. MMPs hraji vyznamnou roli
v patogenezi aterosklerozy, podileji se na cévnich komplikacich v¢etné nestabilni anginy
pectoris a aneuryzmatu bfisni aorty. Dale jsou zapojeny v patogenezi diabetes mellitus, kde
zpusobuji diabetické komplikace [44,56]. Nerovnovaha ve vyskytu matrix metaloproteinaz

v oblasti rany mize prispét k patogenezi Spatné se hojicich ran [26].

2.5.4 Skupiny matrix metaloproteinaz

Na zakladé¢ substratové specifity, podobné sekvence a mirné¢ odlisné kvartérni
struktury 1ze MMPs rozdélit do Sesti riznych podskupin: kolagenazy, gelatinazy,
stromelysiny, matrilysiny, membranové MMP a ostatni MMPs (tab. 2) [43,45,50,52,53].

Ttida kolagenaz zahrnuje kolagenazu-1 (MMP-1), kolagenazu-2 (MMP-8)
a kolagenazu-3 (MMP-13). Jde 0 neutralni proteinazy, které degraduji neporuSené spiraly
fibrilarniho kolagenu typu I, I1, 111, V a Xl v extracelularnim prostoru [48-54].

Do skupiny gelatinaz se tadi gelatinaza A (MMP-2) a gelatinaza B (MMP-9) [51]. Ty
Jsou zodpovédné za degradaci kolagenu typu 1V, V, VII, X, XI a X1V, zelatiny, elastinu,
proteoglykant, myelinu, fibronektinu, fibrilinu-1 a prekurzori TNF-a a IL-1b [49,53].
Gelatinazy maji dulezitou roli v degradaci ECM a remodelaci v riznych fyziologickych
procesech, jako je hojeni ran [49,51-53].

Mezi stromelysiny patii tfi enzymy, stromelysin-1 (MMP-3), stromelysin-2 (MMP-10)
a stromelysin-3 (MMP-11). Jedna se o enzymy degradujici kolagen typu IV a IX, laminin,
fibronektin, elastin a proteoglykany. MMP-11 rozklada inhibitory serinové proteinazy,
al-proteinaza a al-antitrypsin. MMP-11 je exprimovana v d€loze, placenté a v atrofujici
mlécné zlaze [48,49,51-53].

Matrilysiny jsou nazyvané také jako endometaloproteinazy. Do této kategorie se fadi

matrilysin-1 (MMP-7) a matrilysin-2 (MMP-26). Jsou to nejmensi MMP a jejich struktura je
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charakteristickd nedostatkem domény hemopexinu [49-51]. Matrilysiny spole¢né¢ s MMP-9
a MMP-12 jsou schopné stépit lidsky plazminogen a zajistit tak vyrobu angiostatinového
fragmentu, ktery slouzi jako cirkulujici inhibitor angiogeneze [49]. MMP-7 §tépi kromé¢ celé
fady ECM komponent (fibronektin, laminin, nidogen, kolagen typu IV, proteoglykany)
I B4 integrin. MMP-7 také hraje roli v pfirozené imunité v plicich, stievé, kdy aktivuje
antibakterialni peptidy (prodefensiny) [49,50]. MMP-26 in vitro degraduje kolagen typu IV,
fibronektin, fibrinogen, vitronektin, denaturuje kolagen typu | — 1V, al-antitrypsin,
a2-makroglobulin [49].

MMP membranového typu jsou transmembranové nebo ukotvené proteiny [49]. Lze je
rozdélit do Sesti skupin. Typ | transmembranové proteiny (MMP-14, MMP-15, MMP-16
a MMP-24) a GPI ukotvené proteiny (MMP-17 a MMP-25). Vsechny MT-MMP s vyjimkou
MMP-17 jsou schopné aktivovat pro-MMP-2 a travit nékolik molekul ECM [50,51,53].
MMP-17 hraje roli v regulaci povrchovych proteinii bunky (TNF-o-konvertujici enzym
a GPl-kotvici enzym). MMP-17 se ucastni zanétlivych procest, ale jeji skute¢na role jesté
neni piesné znama [49,50]. MMP-24 aktivuje latentni MMP-2 a pievazné se vyskytuje
v mozku, ledvinach, slinivce bfisni a plicich [49].

Do skupiny ostatnich MMPs patii MMP-12, MMP-18, MMP-19, MMP-20, MMP-21,
MMP-22, MMP-23, MMP-27 a MMP 28 [49,50]. MMP-21 byla zjisténa piedev§im ve
vajeCnicich, ledvinach, jatrech, plicich, placenté, mozku a leukocytech periferni krve.
MMP-21 ma dulezitou funkci v embryogenezi, zejména v nervovych buinkach. MMP-22
neobsahuje signalni peptid, doménu hemopexinu, postrada cysteinovy spina¢ v prodoméné
a doménach hemopexinu. Misto toho ma domény bohaté na cystein nasledované
imunoglobulinovymi doménami. Je $t€pena v Golgiho aparatu a aktivni enzym se uvoliuje do
extracelularniho prostoru [49]. MMP-23 se nachazi hlavné v reprodukéni tkani [49,51].
MMP-27 degraduje kasein. Je exprimovana ve varlatech, stfeve, plicich a kuzi. To naznacuje,
7ze MMP-27 muze hrat roli v tkanové homeostaze [49]. MMP-28 se nachazi v lidské placenté,
coz poukazuje na moznou ucast v procesech remodelace tkané v placenté [49,50]. MMP-28 se
vyskytuje zejména Vv Keratinocytech. Predpoklada se, ze je zapojena do procesu hemostazy

a hojeni ran [51].
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Tab. 2 — Klasifikace matrix metaloproteindz [upraveno podle 32,46,49,50]

MMP | Jiny niazev | Chromozom | Substrat

Kolagenazy

MMP-1 kolagenaza-1 11922-923 kolagen (I, 11, III, VII, VIII, X), Zelatina,
agrekan, L-selektin, IL-1pB proteoglykan,
entaktin, ovostatin, MMP-2, MMP-9

MMP-8 kolagenaza-2 11921-g22.3 kolagen (1, I1, 111, V, VII, VIII, X),
zelatina, agrekan, fibronektin

MMP-13 kolagenaza-3 11922.3 kolagen (I, I1, 11, 1V, IX, X, XIV),
zelatina, plasminogen, agrekan, perlekan,
fibronektin, osteonectin, MMP-9

Gelatinazy

MMP-2 gelatinaza A 16q13-g21 kolagen (I, IV, V, VII, X, XI, XIV),
Zelatina, elastin, fibronektin, agrekan,
MBP, osteonectin, laminin-1, MMP-1,
MMP-9, MMP-13

MMP-9 gelatinaza B 20q11.2-q13.1 | kolagen (1, I, IV, V, VII, X, XIV),

Zelatina, entaktin, agrekan, elastin,
fibronektin, osteonectin, plasminogen;
MBP, IL-1B

Stromelysiny

MMP-3 stromelysin-1 11923 kolagen (I11, IV, V, IX, X), Zelatina,
agrekan, perlekan, dekorin, laminin,
elastin, kasein, osteonectin, ovostatin,
entaktin, plasminogen, MBP; IL-1,
MMP-2/TIMP-2, MMP-7, MMP-8,
MMP-9, MMP-13

MMP-10 stromelysin-2 11922.3-923 kolagen (I1I, IV, V, IX, X), Zelatina,
kasein, agrekan, elastin, MMP-1, MMP-8

MMP-11 stromelysin-3 22q11.2 kolagen IV, laminin, fibronektin, Zelatina,
(kasein)

Matrilysiny

MMP-7 matrilysin-1 11921-922 kolagen (IV, X), Zelatina, agrekan,
dekorin, fibronektin, laminin, entaktin,
elastin, kasein, transferin, plasminogen,
MBP, B4-integrin, MMP-1, MMP-2,
MMP-9, MMP-9/TIMP-1

MMP-26 matrilysin-2 11p15.4 zelatina Ia, P1, fibrinogen, fibronektin,
vitronektin

MT-MMP

MMP-14 MT1-MMP 14911-912 kolagen (I, 11, IIT), zelatina, kasein,
fibronektin, laminin, vitronektin, entaktin,
proteoglykany, MMP-2, MMP-13

MMP-15 MT2-MMP 15913-g21 fibronektin, entaktin, laminin, perlekan,
MMP-2

MMP-16 MT3-MMP 8g21 kolagen 111, zelatina, kasein, fibronektin,
MMP-2

MMP-17 MT4-MMP 12924.3 fibrin, fibrinogen, prekurzor TNF

MMP-24 MT5-MMP 20q11.2 progelatinaza A

MMP-25 MT6-MMP 16p13.3 kolagen IV, progelatinaza A, fibrin,

fibronektin, Zelatina
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MMP | Jinynazev | Chromozom | Substrit

Ostatni MMP

MMP-12 metaloelastaza | 110922.2-922.3 | kolagen IV, Zelatina, elastin, kasein,
fibronektin, vitronektin, laminin, entaktin,
MBP, fibrinogen, fibrin, plasminogen

MMP-18 kolagenaza-4 neznamy kolagen (I, 11, 111, VIII, X), Zelatina,
agrekan

MMP-19 RASI-I 12q14 Zelatina, agrekan, fibronektin

MMP-20 enamelysin 11922.3 amelogenin, agrekan

MMP-21 XMMP 10026.3-1p36.3 | neznamy

MMP-22 femalysin 1p36.3 neznamy

MMP-23 CA-MMP 1p36.3 neznamy

MMP-27 CMMP 11924 neznamy

MMP-28 epilysin 17911-17g21.1 | kasein

2.5.5 Vybrané matrix metaloproteinazy uc¢astnici se hojeni ran

Hojeni ran zahrnuje tadu udalosti, které vyzaduji degradaci extracelularni matrix,
migraci bunék, pfestavbu granula¢ni tkang, tkanovou remodelaci a fadu jinych procesi, které
jsou Fizeny matrix metaloproteinazami [52,53,55,57]. Ptisna regulace MMPs je tedy dilezita
pro normalni hojeni akutnich ran [43]. V koznich ranach jsou MMPs produkovany
keratinocyty, fibroblasty, makrofagy a endotelovymi bunikami. K syntéze MMPs dochazi
béhem nekolika hodin po trazu. Mezi nejcastéjsi matrix metaloproteinazy tcastnici se hojeni
ran patfi kolagenazy, gelatinazy a stromelysiny, pfedev§im MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9 a MMP-10 [26,53,54]. Ur¢it¢ MMPs jsou lokalizovany na konkrétnich mistech

Vv rané a jsou produkovany v riznych ¢asech a fazich hojeni ran (obr. 4) [50].

2.5.5.1 MMP-1, MMP-2, MMP-9 a MMP-10

MMP-1 patii mezi kolagenazy, které katalyzuji degradaci nativniho vlaknitého
kolagenu typu I, 1l a 111 [42,52]. MMP-1 je produkovana riznymi typy bunék jako fibroblasty,
keratinocyty, endotelovymi bunkami, makrofagy, hepatocyty, chondrocyty a osteoblasty
[42,47,49,53,54,57]. V keratinocytech je exprese MMP-1 tizena kontaktem s kolagenem typu
I, ktery je zprostfedkovan o2B1 integrinem nebo je regulovana depozici lamininu-1 pfi
reorganizaci bazalni membrany (BM) [26,50,53]. Exprese MMP-1 mize byt také modulovana
¢etnymi prozanétlivymi mediatory. Cytokiny jako interleukin-1, tumor nekrotizujici faktor-a
a rustovy faktor destic¢ek, stejné jako epidermalni ristovy faktor, ovliviiuji pfitomnost MMP-1

ve fibroblastech [50]. Po zranéni je MMP-1 pfitomna v keratinocytech, které hranic¢i s ranou
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a umoznuje jejich migraci [26,50,52]. MMP-1 se vyskytuje piedev§im na okraji rany [42].
Syntéza kolagendz je nezbytna pro tvorbu a naslednou degradaci kolagenu v prubéhu zacatku
opravného procesu. MMP-1 je vSak produkovana i v pozdéjSich fazich, coz ukazuje, Ze se
ucastni i dlouhodobych remodela¢nich procesu hojeni ran [42,50]. MMP-1 produkce je
rovnéz dulezita pro reepitalizaci rany [43,52].

MMP-2 stépi kolagen typu IV, ktery je hlavni slozkou BM. Podili se na degradaci
kolagenu a nékterych glykoproteint ECM [47,49,54]. MMP-2 hydrolyzuje také peptidy
v kolagenu typu 1, 1l a Il [51]. MMP-2 je exprimovana fadou bunék, vcetné fibroblasti,
keratinocytt, endotelovych bunék, chondrocytii, osteoblastii a monocyta [26,43,47,49,53,54].
Produkce MMP-2 je stimulovana TNF-a a B [49]. Mnozstvi MMP-2 zistava stabilni béhem
procesu hojeni ran, coz mize poukazovat na roli MMP-2 ve fazi dlouhodobé ptestavby [26].
MMP-2 se podili na angiogenezi a generovani matrixovych fragmentt, které slouzi jako
leSeni pro migraci bunék a signaly pro chemotaxi [43]. MMP-2 umoziiuje migraci
keratinocytt. Ve skute¢nosti role MMP-2 béhem hojeni ran neni jesté pfilis jasna [50].

MMP-9 v kyselém prostiedi §tépi kolagen typu | a ucastni se remodelace kolagenni
ECM. MMP-9 je produkovana b&znym alveolarnimi makrofagy, polymorfonuklearnimi
leukocyty, Kkeratinocyty a osteoklasty [26,43,49,52-54]. V keratinocytech je MMP-9
regulovana TGF-B, TNF-o a IL-1p [26,50]. V pocate¢nich fazich opravy je MMP-9
soustiedéna v rané a pozdéji se presouva do okraju rany [43,48,50]. MMP-9 se ucastni
angiogeneze [49]. Ptesna role MMP-9 pfi hojeni ran je nejasna, ale mtze byt zapojena do
oddéleni keratinocyti od membrany pied migraci. Dale se mize podilet na traveni matrix
neutrofily a makrofagy béhem odstranovani nekrotické tkané [43,50].

MMP-10 tzce souvisi s MMP-3 a degraduje celou fadu proteint ECM [51]. Je
prevazné vyluovana keratinocyty [54]. Exprese MMP-10 je ovlivnéna IL-1 a PDGF
a regulovana cytokiny jako EGF, TGF-f1 a TNF-a [52,50]. ZvySena exprese je vidéna
v epidermis. MMP-10 zaujima rtuzné role v opravé rany. Kontroluje migraci keratinocytu,
ptispiva k piestavbé noveé vzniklé matrix a Gc¢astni se apoptozy keratinocytt. MMP-10 také

aktivuje MMP-9 [26,50,52,54].

36



Interstitial collagens “~_

Dermis MMP-3
MMP-28 i
TIMP-1 i
MMP-8 TIMP-2 MMP-10
MMP-9 TIMP-3 MMP-1 MMP-26
< MMP-2 TIMP-1
MMP-3
VP2 MMP-19
12 MT1-MMP
MMP-19 %) TMP1 — -
TIMP-2
TIMP-3
- Proliferating KC (5 Neutrophil
b Migrating KC Q Macrophage
L J Fibroblast

Obr. 4 — Exprese a bunécny zdroj MMPs a TIMPs v hojeni ran. Uvolnénim hemidesmozomii (HD) ze zény
bazdalni membrany (BMZ) dochazi ke zmeéné fenotypu keratinocytii (KC), které ziistdavaji v kontaktu s prozatimni
matrix rdny z fibronektinu a fibrinu (oranzovad). Pod bazdalni membranou se nachdzi intersticidlni matrix sloZzend
predevsim z kolagenu typu | (Sedd). Rozdily v projevu MMPs a jejich inhibitory se zdaji byt diileZité pro hojeni
ran, nékteré MMPS jsou exprimovdny migrujicimi Keratinocyty na hrané s rdnou, zatimco jiné jsou vidény
v proliferujici populaci keratinocytii prilehlych K okraji rany. MMPS exprimované fibroblasty a zanétlivymi

busikami jako jsou neutrofily a makrofagy také prispivaji k regulaci procesu hojeni ran [50]

2.5.5.2 MMP-3

MMP-3 a MMP-10 jsou si velmi podobné s ohledem na konstrukci a substratovou
specifitu, pticemz MMP-3 se vyznacuje vyS$i proteolytickou cinnosti [48,50-52]. MMP-3
a MMP-10 degraduji Sirokou skalu ECM proteinu, kolagen typu 1V, V, IX, a X,
proteoglykany, zelatinu, fibronektin, laminin a fibrilin-1 [42,49,51,52,54,55]. MMP-3
a MMP-10 jsou syntetizovany fibroblasty a epitelialnimi bunkami [49,54]. MMP-3 je
produkovana piedevsim fibroblasty a v mensi mife keratinocyty a aktivovanymi makrofagy
[50,52,55,57]. Vyroba MMP-3 je snadno stimulovana fadou rustovych faktort a cytokin,
véetn¢ IL-1 a PDGF [52]. MMP-3 se nachazi v prostiedi, kde dochazi k aktivni piestavbé

extracelularni matrix [55]. K syntéze MMP-3 dochazi s vys$i urovni v rané nez na periferii

37



[42,43]. MMP-3 je rozhodujici pro normalni Kontrakci rany, je zasadni pro organizaci
vicebunééné aktinové sité a podili se na piestavbé BM [43,48,50,52,53,55]. V dermis MMP-3
spolecné s kolagenazami ovliviiuje opravu tkan¢ ve vice fazich, v€etné piestavby a odstranéni
granulacni tkané a pfi tvorbé jizvy [52]. MMP-3 s§tépi al-proteinazu, TNF-a prekurzor,
myelin, degraduje a inaktivuje IL-1pB [45,49]. MMP-3 je soucasti proteolytické kaskady, ktera
aktivuje pro-MMPs. Aktivuje pro-MMP-1 v pIn¢ aktivni MMP-1 [42,51,52,55]. 1 kdyz tento
enzym ma Sirokou substratovou specificnost a pH optimum, jedna se o neutrdlni matrix
metaloproteinazu. MMP-3 v8ak muze zvysit v nékterych procesech svoji aktivitu v kyselém
pH [47].

MMPs maji i fadu jinych funkci. MMP-2 podporuje rist axonti, MMP-9 je odpovédna
za endochondralni kostni formace, MMP-3 reguluje vétveni mlécné zlazy pii morfogenezi
a mnoho dalsich funkci [45,49].

Zménéna funkce a regulace MMPs je zapojena do mnoha onemocnéni
charakterizovanych abnormalni procesy hojeni [50,55]. U chronickych ran byla prokazana
zvySena Kkolagenolyticka cinnost, zvySené hladiny kolagenaz, gelatindz a stromelysind
a snizena exprese TIMPs [43,50,53,57]. Klinicky vyznam maji naopak i snizené hladiny
matrix metaloproteinaz a zvySen¢ TIMPs, které byly zaznamenany u diabetickych komplikaci

[53,56].

2.6 ZVIRECI MODELY DIABETES MELLITUS TYPU 2

Se zvySujicim se poctem nékterych onemocnéni se snazi védci o objeveni novych
postupit pro pochopeni mechanismi vzniku téchto nemoci [58]. Vyzkum na ¢lovéku je
z etickych divodu naprosto nepiistupny [59]. Nékteré laboratofe jako je Charles Rivers
zahrnuji fadu zvifecich modeld, ktera jsou $lechténa pro vyzkum riznych onemocnéni [58].
Mezi takové nemoci se fadi 1 DM, kde zvifeci modely zajistily velky pifinos k pochopeni
onemocnéni, vzhledem k slozitosti samotného onemocnéni a Spatnému pochopeni této nemoci
u lidi. Kromé¢ etiologie se zda byt dilezité i prozkoumani pfi¢in komplikaci spojenych s DM
typu 2 [60].

V soucasné dobé¢ existuje fada zvifecich modeli pro diabetes mellitus typu 2. Ten
u nich mize byt vyvolan spontdnnég, podanim pfislusnych chemickych latek, dietni stravou,
chirurgickymi zasahy a jejich kombinacemi. Za poslednich nékolik let byly tyto zvifeci

modely vyvinuty piedevS§im genetickym inzenyrstvim [59]. VétSina modeld jsou hlodavei,
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jako napiiklad ob/ob mys, db/db mysi, KK mys, KK/AY mys, Zucker fatty potkan, SHR/N-cp
potkan, JCR/LA-cp potkan, OLETF potkan, Psammomys obesus, aj. V soucasné dob¢ je ale
také zapotiebi 1 jinych typi zvifat (kralici, prasata, opice, psi), které jako model Iépe
vystihnou cClovéka [59,60]. Musime vSak brat na védomi, ze zadny zvifeci druh piesné
nenapodobi prub¢h lidského DM typu 2.

Velké mnozstvi zvifecich modell vyvinutych pro rizné typy nemoci a jejich
nedostateéna charakteristika ma za nasledek obtizny vybér spravného modelu pro danou
studii [59].

2.6.1 Potkan ZDF (Zucker Diabetic Fatty)

Pochopeni patofyziologie a etiologie diabetes mellitus zpiisobené¢ho obezitou vyzaduje
dostupnost zvifeciho modelu a ptistupnost jeho tkani pro studie. Zvifeci model Zucker
Diabetic Fatty (ZDF) potkan piedstavuje dobré feseni pro pochopeni tohoto onemocnéni [61].

ZDF potkan byl objeven béhem let 1974 az 1975 Dr. Walterem Shawem v Eli Lilly
vyzkumné laboratoii Vv Indianapolis. Ke vzniku tohoto druhu doslo mutaci Vv kolonii
outbrednich ,,Zucker® potkani. V roce 1977 se tato skupina potkanli piestéhovala do
laboratote Dr. Julia Clarka na Univerzitni 1ékafskou $kolu v Indian¢ (IUMS). O 4 roky
pozdé&ji byla skupina identifikovana. Dr. Richard Peterson na IUMS provedl za ucelem
zkvalitnéni vlastnosti tohoto typu potkana piibuzenskou plemenitbu pomoci dikladné
vybranych pari. Roku 1985 byla uznana inbredni linie ZDF potkana, 1991 a nasledné 2001
zafazena mezi genetické modely [58].

Pfesné oznaceni ZDF/GmiCrl-fa/fa. Rozsifeni kolonii probihd polygamnim
rozmnozovanim V ramci zachovani druhu. Délka biezosti se pohybuje mezi 21 az 24 dny.
Pocet mlad’at je 8 — 12 a k odstaveni dochazi ve véku 21 dnd. Tento typ potkana ma ¢ernou
hlavu a ¢erny pruh po celé délce zad (obr. 5) [62]. Je charakteristicky ptitomnosti DM typu 2,
hyperglykemii, hyperinzulinemii, hypertenzi, hypertriacylglycerolemii, hypercholesterolemit,
zhorSenym hojeni ran, neuropatii, inzulinovou rezistenci [60,63].

Genetickd mutace vyskytujici se u ZDF potkani je tzv. Glu 269 Pro mutace
v extracelularni doméné leptinového receptoru, kterd zpusobi jeho zkraceni [61,62]. Ta je
spojena s leptinovou rezistenci, coz ma za nasledek obezitu a zvySeny obsah tuku v ostritvcich
B-bunék [61].

Samec Zucker Diabetic Fatty potkana je oproti samici $iroce vyuzivanym modelem

pro DM typu 2 [63]. Vlivem genetické mutace a diety Purina 5008 je samec ZDF potkana
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schopen napodobit pritb¢h diabetes mellitus typu 2 jako u ¢lovéka. Homozygotni recesivni
samci na rozdil od homozygotnich dominantnich a heterozygotnich jedinct jsou obézni a maji
zvysenou hladinu glukézy na lacno [62]. U samic ZDF ke vzniku diabetu pii diet¢ Purina
5008 nedochazi. Tato dieta zptsobuje pouze rozvoj metabolického syndromu [58]. Nicméné
samice jsou obézni, inzulin rezistentni a mohou slouzit jako kontrola [59]. Byla provedena
fada studii s cilem objevit stravu, kterd u samic ZDF potkana vyvold DM typu 2. Pfedbézna
zjisténi naznaCovala, ze dieta bohatd na tuky by mohla vést ke vzniku onemocnéni. Na
zakladé téchto poznatkt se doslo k zavéru, ze obézni samice Zucker Diabetic Fatty potkana
by mohla dobie poslouzit jako model DM typu 2 u Zen pro studium dietnich vlivl [63].
Nakonec Charles River objevila dietu RD 12468, ktera spliovala pozadovana kritéria pro
vznik plnohodnotného DM typu 2 u samic [58].

Obr. 5 — ZDF potkan [vlastni]

2.7 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemickéd metoda slouZi k identifikaci fady latek na mikroskopické urovni
[64]. Je jednou z nejcitlivéjSich histochemickych metod [6]. K prikazu bunéénych nebo
tkanovych antigenii se vyuziva specifické reakce antigenu (protein, polysacharid, lipid)
s protilatkou (nejcastéji IgG) za vniku komplexu, ktery je nasledné vybranym zplisobem
oznacen [65]. Tento postup se ukdzal jako nejvhodnéjsi pro ptresnou lokalizaci zkoumaného

antigenu.
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Oznaceni komplexu antigen protilatka probiha nékolika zptsoby [8]:
Fluorescen¢ni znaceni: zviditelnéni antigenu fluorescencni latkou (FITC, rhodamin);
vyhodnoceni ve fluorescenénim mikroskopu; vyhodou je moznost pozorovani souc¢asn¢ dvou
1 vice riizn€ znacenych antigenti
Znaceni enzymem: protilatka znacend enzymem (kfenova peroxidaza, alkalicka fosfatdza);
studium probihd ve svételném nebo elektronovém mikroskopu
Znaceni barevnou elektrodenzni substanci: jako znacku lze pouzit zlaté castice nebo
ferritin; prikaz ve svételném i elektronovém mikroskopu [3,8,65].

Imunohistochemie se déli podle lokalizace antigenu na metody:
Piima metoda: piima vazba protilatky na antigen po inkubaci tkané obsahujici antigen
Vv roztoku znacené protilatky
Nepiima metoda: inkubace tkané s antigenem Vv roztoku neznacené protilatky (primarni
protilatka), po navazani primarni protilatky na antigen nasleduje druha inkubace v roztoku
znacené protilatky (sekundarni protilatka), ktera se vaze na primarni protilatku; tato metoda je

citlivejsi [6].

Prima metoda Neprima metoda
\/ \J
Ry 7/
=4 ~
Sekundarni
Znadkovag Xz protilatka
(marker)

Primarni protilatka

Antigen

Obr. 6 — Princip imunohistochemickych metod [8]

Specifické protilatky vyuzivané pii imunohistochemickém barveni se pfipravuji ze
séra laboratorniho zvifete po jeho imunizaci specifickym antigenem. Jednd se o velmi
naro¢nou piipravu, proto si vétSina laboratoii v souc¢asné dob¢ objednéva jiz hotové protilatky
od firem [64]. Na zaklad¢ rozdilné vyroby a vybéru laboratorniho zvifete existuji dva typy
protilatek a to polyklondlni nebo monoklonalni.

Pro ziskani dobrych imunohistochemickych preparati je dualezité presné¢ dodrzovat
stanovené zasady barveni. Na vysledku se vSak krom¢ kroku barveni odrazi jiz samotné

ptedchozi zpracovani biologického materialu [65].
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3. CILE PRACE

Cilem diplomové prace je studium procesu hojeni ran u diabetickych ZDF potkant
a role matrix metaloproteinaz ucastnicich se hojeni ran.

Teoreticka cast je zaméfena na problematiku hojeni primarnich a sekundérnich ran
a vlivu diabetes mellitus typu 2 na proces hojeni. Zabyva se roli vybranych matrix
metaloproteindz, predevsim MMP-3, pfi hojeni ran. Dale se stru¢né¢ zminuje o histologické
struktute kiize, diabetes mellitus, charakteristice ZDF potkana a imunohistochemii.

Experimentalni ¢ast se vénuje histologické a imunohistochemické analyze koznich ran.
V prvni ¢asti se zabyva odbérem a zpracovanim biologického materidlu. Ptipravena tkan je
dale obarvena hematoxylin-eosinem. Pro lokalizaci MMP-3 je pouzito imunohistochemické
barveni doplnéné o vysledky z imunofluorescence.

Vysledkova €ast obsahuje obrazovou dokumentaci zhotovenych preparatl v riznych
¢asovych intervalech hojeni. Hodnoti rozdily v histologické struktufe neporusené a porusené

tkané a expresi MMP-3 s ohledem na pohlavi zdravych a diabetickych jedinct.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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5. VYSLEDKY
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6. DISKUZE
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7. ZAVER

K experimentu byl pouzit ZDF potkan, ktery je vhodnym modelem pro studium
diabetes mellitus typu 2 a jeho komplikaci. Potkani byli rozdéleni do skupin podle pohlavi
a na zdravé a diabetické. Prace byla zaméfena na histologické studium hojeni excizni kruhové
rany v casovych intervalech d1, d3, d5, d10 a po zahojeni, tj. zhruba mésic po vytvofeni rany.

Prvni ¢ast byla vénovana histologické struktuie kiize ZDF potkana. Na preparatech
barvenych hematoxylinem-eosinem jsme porovnavali rozdily mezi kGzi potkani a lidskou,
ktzi samct a samic, zdravymi a diabetickymi jedinci. Zjistili jsme, ze kiize potkana ZDF je
totoznd s lidskou kiizi az na vyskyt potnich zlaz, které u potkanti nebyly spatfeny a svald,
které nejsou soucasti lidské kaze. Odchylky mezi pohlavimi byly zaznamenany pouze
Vv tloustce kiize, ktera je u samcl vétsi vlivem siln€j$i dermdlni vrstvy. MnozZstvi tuku
u zdravych jedinct je daleko mensi oproti diabetickym a s ohledem na pohlavi, je u diabetik
vEtsi obsah tuku patrny u samic.

V dalsi fazi jsme sledovali proces hojeni. Mezi samicemi a samci stejnych skupin
nebyly zjiStény zadné vyznamné rozdily. Patrny byl rozdil mezi zdravymi a diabetickymi
jedinci, kdy u diabetickych jedincti doslo k opozdénému nastupu a prodlouzeni zanétlivé faze.
Delsi byla 1 faze proliferacni.

Posledni ¢ast byla zaméfena na pfitomnost MMP-3 v rané zdravych a diabetickych
potkanit ZDF v prubéhu hojeni. K lokalizaci MMP-3 bylo pouzito imunohistochemické
barveni, doplnéné o imunofluorescen¢ni barveni. Vysledky potvrdily, ze MMP-3 se
v neporusené kuzi nevyskytuje s vyjimkou vlasovych folikuli. Exprese MMP-3 byla jinak
patrna ve vSech ¢asovych interval bez rozdilt, zdali §lo o zdravého nebo diabetického jedince.
Dale jsou ve vysledcich vidét buiiky pozitivné obarvené na MMP-3, které jsme identifikovali
jako Zirné a plazmatické buniky. To ndm poskytlo mozny novy pohled na bunéénou syntézu

MMP-3 1 jinym typem bunék neZ fibroblasty a keratinocyty.
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