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ANOTACE

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodu kolagenové zymografie a to tak,
abychom mohli kvalitativné stanovit jaké matrixové metaloproteinazy se na gelu nachazeji.
A pripravit tak metodu pro dalsi studium, kde uz by bylo mozné kvantitativni stanoveni vzorkd.
Materidlem vzorku bylo krevni sérum. Ke stanoveni jsme vyuzili metodu SDS-PAGE

elektroforézy.
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Kolagenova zymografie, SDS-PAGE elektroforéza, kolagendzy, matrixovd metaloproteindza-

1, matrixova metaloproteinaza-8, matrixova metaloproteinaza-13

TITLE

Zymographic determination of matrix metalloproteinases associated with heart disease.

ANNOTATION

The aim of this diploma thesis was to optimize the collagen zymography method in order to
qualitatively determine which matrix metalloproteinases are present on the gel. The goal was
to prepare a method for further studies where quantitative determination of samples would be
possible. The sample material was blood serum. We used the SDS-PAGE electrophoresis

method for the determination
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Collagen zymography, SDS-PAGE electrophoresis, collagenases, matrix metalloproteinase-1,

matrix metalloproteinase-8, matrix metalloproteinase-13
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UvVOD

Matrixové metaloproteindzy jsou enzymy, které tvoii rozsahlou rodinu endopeptidaz
zavislych na zinku. Jejich klicovou funkei je remodelace extracelularni matrix. Remodelace je
potfebna pro ftadu fyziologickych procesi. Témito procesy je napf. embryogeneze,
angiogeneze, hojeni ran nebo imunitni odpovéd’. Zvlastni postaveni v rodin¢ matrixovych
metaloproteindz maji kolagenazy (kolagenazy-1, kolagenaza-2, kolagenaza-3), které jsou
jedinecné svou schopnosti §tépit fibridlni kolageny typu I, II a III, ty jsou hlavnimi
strukturarnimi komponentami extracelularni matrix.

Spravna regulace aktivity kolagenaz je nezbytna pro homeostdzu tkédni, zatimco jeji
porucha je spojovana s vyvojem mnoha onemocnéni, mezi néz patii zanétlivé stavy, artritida,
onemocnéni srdce a v prvni fadé nddorova progrese. Nadmérnd aktivita a exprese téchto
enzymu pfispiva k degradaci bazalni membrany a okolni extracelularni matrix, diky ¢emu je
usnadnénd invaze nadorovych bunck do okolnich tkéni a jejich migrace s tvorbou metastaz,
jedna se o klicové kroky v progresi rakoviny. V onkologickém vyzkumu se intenzivné zkoumayji
kolagenazy a mechanismy jejich regulace. Kolagenazy také hraji komplexni a Ccasto
protichidné role v riznych aspektech onemocnéni srdce. Jejich aktivita ovliviiuje remodelaci

extracelularni matrix, zdnét, angiogenezi a stabilitu aterosklerotickych plata.

Prakticka c¢ast diplomové prace je zaméfena na stanoveni kolagenaz pomoci metody
kolagenové zymografie. Jednd se o elektroforetickou metodu umoziujici semikvantitavni
analyzu aktivnich forem kolagenaz v biologickych vzorcich a to na zéklad¢ jejich schopnosti

degradovat nativni kolagen inkorporovany do polyakrylamidového gelu.

Cilem praktické prace bylo vyladit a vylepsit jednotlivé kroky postupu kolagenové
zymografie tak, aby byla pouzitelna pro lidské sérum ¢i plazmu. A to pfipravu zaostfovaciho a
déliciho gelu, zpracovani vzorki, optimalizaci sloZeni pufrovych roztokd, nastaveni podminek
inkubace pro enzymatickou reakci a nasledné techniky barveni a odbarvovani gelt. NaSim
zamérem bylo, aby vysledné gely jasné a zfetelné vizualizovaly pfitomnost kolagenaz
prostiednictvim charakteristickych projasnéni v gelové matrici indikujicich degradaci

kolagenu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Matrixové metaloproteinazy

1.1.1 Historie spojena s matrixovymi metaloproteinazami

Matrixové metaloproteinazy (MMP) byly poprvé popsany jiz v roce 1949, v obdobi,
kdy byly objeveny depolymerizujici enzymy podilejici se na ristu naddoru, vytvareni stromatu
a pojivové tkan¢€, véetné malych krevnich cév, které jsou tekutéjsi (1). Vyzkum rodiny MMP,
tak jak je zndme dnes, zacal v roce 1962 Woesnnerem, dale v jeho praci pokracovali Gros
a Lapier. Tito dva muzi objevili a charakterizovali enzym s kolagenolytickou aktivitou
v tkénich obojzivelnikll (konkrétné charakterizovali kolagenazu jako enzym zodpovédny za
resorpci ocasu pulce) (2,3). Teprve v roce 1980 navrhl Haris a spol pouziti nazvu MMP pro
skupinu kolagenédz/Zelatindz. Za poslednich 60 let byl vidén pozoruhodny pokrok ve studii
biologickych funkci MMP a jejich zapojeni do fady biologickych procesi, jakymi je naptiklad
remodelace a oprava tkani, bunéénd diferenciace, embryogeneze, morfogeneze, bunécéna
proliferace, apoptdza, hojeni a reprodukce. Bylo prok4zano, ze MMP jsou pfitomny ve virech,

archeabakteriich, rostlinach, hlistech a zvitatech (4).
1.1.2 Obecné informace o matrixovych metaloproteinazach

Matrixové metaloproteinazy jsou enzymy St€pici bilkoviny v extracelularni matrix
(ECM). Jak jiz bylo uvedeno, jejich funkce je klicova pro rizné biologické procesy, jako je
hojeni ran, vyvoj tkani a angiogeneze. Nicméné, jejich nadmérna aktivita je spojovéana s fadou
patologickych stavil, vetné rakoviny, kardiovaskuldrnich onemocnéni a zanétit. MMP jsou
produkovany riiznymi typy bunck a jejich aktivita je regulovana jak na Urovni exprese, tak
prostifednictvim specifickych inhibitor. Nerovnovaha mezi MMP a jejich inhibitory miize vést

k porucham remodelace tkani a prispivat k rozvoji riznych onemocnéni (5).
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1.1.3 Struktura Matrixovych metaloproteinaz

Prvni znamou strukturu komplexu MMP-inhibitor popsal Lovejov se svymi
spolupracovniky. Tato struktura odhalila, ze aktivnim mistem MMP je hluboké dutina. Navic
bylo zjisténo, ze katalytické domény rtiznych MMP vykazuji zna¢nou sekvencni podobnost,
ktera se pohybuje od 33% (mezi MMP-21 a MMP-23) az po 86% (mezi MMP-3 a MMP-10).
Nasledn¢ byly popsany trojrozmérné struktury katalytickych domén enzymi MMP-1 a MMP-
8, a také struktury pro-MMP-3 a MMP-1 (3).

Mezi nejbéznéjsi strukturdlni rysy MMP patii (3):

e Signalni N-koncovy peptid s promenou délkou.

e Prodoména, které udrzuje MMP v neaktivnim stavu a je odstranéna v pripadé
aktivace proteolytického enzymu.

e Katalyticki doména siontem Zn?>', skldda se z pé&ti B-listl, tii a-helixti a ti
vapenatych iontd. V katalytické doméné zelatindz je obsazena fibronektinova
sekvence, kterou se odliSuji od ostatnich MMP.

e _Linker proménné délky ,pantovd oblast® spojuje katalytickou doménu
s hemopexinovou doménou.

e Hemopexinovd doména se vyznacuje ¢tyimi B-,,vrtulemi®.

e Dalsi transmembranova doména s malou cytoplazmatickou C-terminédlni doménou.

Nachéazi se pouze v MMP-14, -15, -16, -24.

Doména podobna

hemopexinu
Spojka  ——— Prodoména
Fibronektinova Katalytickd doména
doména

Obrazek 1 — Schématické zndzornéni obecné struktury MMP upraveno dle (3)
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Matrixové metaloproteinazy patii do rodiny endopeptiddz nebo matrixind, které patii
do superrodiny protedaz metzincini. MMP jsou vysoce homologni, multidoménové
metaloproteindzy obsahujici zinek (Zn**), které degraduji riizné proteinové slozky ECM.
Rodina MMP sdili spole¢nou zakladni strukturu. Struktura MMP, rozdélena podle rodin, je

viditelné na obrazku ¢.2 (5).

Motiv cystemnove Katalyticka

KOLAGENAZY P R ' pantové Hemopexinova
MMP-1, 8, 13, 18 Signalni RCGXPD ioeax;acaz. oblgs‘[a doména
STROMELYSINY ik vering = £ Koncovd &st
MMP-3, 10 N comsem &
OSTATNI MMP 15-65aa 200 aa

-12 20, 22,27 :
MMP-12, 19,20, 22, Zn?* koncova sekvence

MMP-2, 9

Typ II Fibronectinova opakujici se sekvence

MATRILYSINY
MMP-7, 26
motiv podobny

MMP OBSAHUIJICI FURIN
MMP-11, 21, 28

cyvtoplazmaticka
koncova ¢ast

TYP I MT-MMP E o @n3) o
(MT-1,2,3, 5MMP = "é CO00—= ]

(MMP-14, 15, 16, 24)

transmembranova
' domeéna
GPI-UKOTVENE MT-MMP
(MT-4, 6-MMP)
(MMP-17, 25)
Signalni kotva oblast bohata GPI kotva

TYP Il MT-MMP typull na cystein _
prolin

Obrazek 2 — Hlavni podtypy MMP a jejich struktura, upraveno dle (5)

Propeptid obsahuje specificky motiv PRCGXPD, kde cysteinova skupina (-SH) vaze iont zinku
(Zn*"), ¢&imz MMP udrzuje v neaktivnim stavu (proMMP). Katalyticka doména ma vazebny
motiv pro zinek (HEXXHXXGXXH), obsahuje dva ionty zinku, specifické vazebné kapsy (S1,
S2,...SnaS1’,S2', ... Sn'), které urduji specificitu, a dva nebo tfi ionty vapniku (Ca*"), které

stabilizuji strukturu. Nékteré MMP se od tohoto obecného schématu odlisuji (5).
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1.1.4 Kolagenazy

Kolagenazy, jako jsou matrixovd metaloproteindza 1 (MMP-1), matrixova
metaloproteindza 8 (MMP-8), matrixova mataloproteinaza 13 (MMP-13) a matrixova
metaloproteinaza 18 MMP-18, §tépi fibrilarni kolagen typu I, II a III na specifické fragmenty.
Tento proces zahrnuje rozvinuti trojité helixové struktury kolagenu a néslednou hydrolyzu
peptidovych vazeb. Domény hemopexinu jsou kliCové pro §té€peni nativniho kolagenu, zatimco
katalytick¢ domény §tépi nekolagenové substraty. Struktura kolagenaz je detailnéji viditelna ve

vystiizku z obrazku €.1 (6).
1.1.4.1 Struktura kolagenaz

Motiv 'C\'SIE!,I'IO\'L‘IXO Katalvticka
prepinace 1

. PRCGXPD Tosm H ;
ini 170 aa Pantova Hemopexinova
Sig 2 % )
sekvence 0 SH a . Ca oblast doména ’ o
, " oncova Cast
N c==3 Propeptide \ N C

80 aa 15-65aa 200 aa

Zn?* Vazebna sekvence

Obrazek 3 — Struktura kolagenaz, upraveno dle (5)

Kolagenaza se skladd z propeptidu, katalytické metaloproteinazové domény,
spojovaciho peptidu (pantova oblast) a hemopexinové domény. Propeptid ma cysteinovy
ptepina¢ PRCGXPD, jehoz cysteinova sulthydrylova (—SH) skupina chelatuje aktivni misto
Zn?*, &imz udrzuje MMP v latentni formé& zymogenu proMMP. Katalytickd doména obsahuje
vazebny motiv Zn ** HEXXHXXGXXH, dva ionty Zn **, specifické kapsy S1, S2,...Sn a S1’,

S2',...Sn’, které udéluji specificitu, a dva nebo t¥i Ca 2" ionty pro stabilizaci (5).
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1.1.4.2 Zastupci kolagenaz

MMP predstavuji klicové enzymy, které se GCastni prestavby a Upravy extracelularni
hmoty. Kromé této funkce mohou MMP piisobit i uvnitt bunék a maji schopnost aktivovat
rustové faktory, které se nachdzeji v jejich okoli, dale pak bunécné povrchové receptory
a adhezni molekuly (7). Klasifikace téchto enzymi probihd podle toho, jaké substraty
preferencné $tépi. Piestoze jejich aminokyselinova sekvence vykazuje zna¢nou podobnost, 1isi
se v tom, které konkrétni proteiny extracelularni matrix dokazi rozkladat (8). Klasifikace

hlavnich kolagenaz je vidét v tabulce €.1.
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Tabulka 1 — Hlavni kolagenazy (MMP-1, MMP-8 a MMP-13): ndzev, substraty a hlavni onemocnéni, na kterych se podileji

slinivka, vajecnik,
stfevo, slezina, brzlik,
prostata, tlusté stfevo
a srdce

specifickym
patologickym
stavem.

Typ MMP Nazev Substrat Vyroba Fyziologicka Ptidruzené Zdroje
funkce nemoci
MMP-1 Kolagenaza 1/ Kolagen I, II, III, Fibroblasty, Hojeni ran, Hojeni ran, 9
intersticialni VII, VIII, X, XI, keratinocyty, reepitelizace, reepitelizace,
kolagenaza/fibroblastova zelatina, endotelialni buiiky, bunécna bunécna
kolagenéza fibronektin, makrofagy, osteoblasty, | proliferace, proliferace,
aggrecan, chondrocyty, krevni migrace migrace
entactin, tenascin, desticky keratinocytl keratinocytt
ovostatin, kasein
MMP-8 Kolagenaza 2/ kolagendza | Kolagen I, II, III, Chondrocyty, Obmeéna Parodontitida, (10)
neutrofil fibronektin, endotelialni bunka, parodontalni revmatoidni
aggrecan, makrofagy, buika tkang, artritida, astma,
ovostatin hladkého svalstva protizanétliva rakovina
aktivita, hojeni
ran
MMP-13 Kolagenaza 3 Kolagen I, 11, I1I, Epitelialni buika, Osteoklasticka Parodontitida, (10, 11)
IV, IX, X, XIV, neuronova burka, aktivace, osteoartritida,
fibronektin, pojivova tkan protizanétliva jaterni fibroza,
laminin, Zelatina, (chrupavka a kost) aktivita rakovina
aggrecan,
plazminogen,
osteonektin
MMP-18 Kolagenaza 4 Kolagen a Organy: mlécna Zlaza, Hojeni ran MMP-18 nebyla 3)
zelatina placenta, plice, piimo spojena se
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1.1.4.2.1 Matrixova metaloproteindza 1

, <
I 4 N

N

Obrazek 4 — Krystalova struktura MMP-1 pfevzato z (12)

Matrixova metaloproteindza-1 (MMP-1), znaméa také jako kolagendza-1 nebo
intersticidlni kolagenaza, je kodovana genem nachdzejicim se na chromozomu 11, konkrétné
v oblasti q22.3. Tento enzym rozklada kolagen a Zzelatinu a také aktivuje proMMP-9 jeho
pfeménou na aktivni formu. Za normalnich fyziologickych podminek je hladina MMP-1
v buiikdch velmi nizk4, avSak béhem zanétlivych procest a autoimunitnich onemocnéni dochazi
k jejimu vyraznému nartstu (13). Pomalu se hojici rany a zilni viedy vykazuji zvysené aktivity
a koncentrace MMP-1, -8 a -9, pficemz hladiny tkanového inhibitoru metaloprotedzy (TIMP)

zustavaji relativné nizké (14).



Zanétlivé cytokiny, jako tumor nekrotizujici faktor-o (TNF-a)) a interleukin-1 (IL-1),
zesiluji expresi MMP-1. V kultivovanych fibroblastech lidskych hlasivek TNF-a omezuje
bunécnou proliferaci, snizuje hladiny TIMP-3 a mRNA pro kolagen III a fibronektin, pii¢emz
zvySuje expresi MMP-1 a -2. Tento posun k vys$§imu poméru MMP/TIMP-3 miZze pfispét
k urychleni procesu hojeni ran po poranéni hlasivek (15).

MMP-1 muze byt zapojena do obéhovych poruch a zanétlivych procesii spojenych
s nahlou ztratou sluchu. Piikladem je studie u korejské populace, kde byl jednonukleotidovy
polymorfismus (SNP) MMP-1 v promotorové oblasti -1607G/2G identifikovan jako faktor,
ktery zvysuje riziko nahlé hluchoty ve srovnani s genotypy G/2G a G/G (16).

Lokalni kontrolované uvoliiovani antifibrotickych latek muze ptedejit vzniku tkénové
fibrozy v okoli biomedicinskych implantatl, jako jsou prsni implantaty nebo vaskularni stenty.
Ve fibrotickém modelu krali¢iho ucha stratifin aplikovany pfimo na tkan zabranuje tvorbé
dermalni fibrozy a podporuje pfirozenou regeneraci tim, Ze reguluje ukladani ECM. Vyzkumy
zkoumaly antifibroticky efekt stratifinu s kontrolovanym uvoliiovanim pii prevenci fibrozy
zpusobené dermalnimi implantaty s hydrogelovymi mikrosférami z poly(mlécné-ko-glykolové
kyseliny) (PLGA) a poly(vinylalkoholu) (PVA). Uvoliiovani stratifinu z téchto mikrosférickych
PLGA/PVA implantati vedlo ke zvySeni exprese MMP-1 v okolni tkani, snizilo ukladani
kolagenu, zmirnilo dermalni fibrézu a zanét, cozZ se projevilo mensi celularitou tkané a snizenym
poctem CD3(+) imunitnich bun&k. Tyto PLGA/PVA kompozity uvoliiujici stratifin by mohly
byt vyuzity jako povlaky pro redukci fibrézy v okoli biomedicinskych implantatd, véetné

prsnich implantatii nebo vaskularnich stentd (17).

Kyselina kynurenov4, ktera je kone¢nym produktem kynureninu, vykazuje antifibrotické
vlastnosti a neprochazi hematoencefalickou bariérou, coZ minimalizuje riziko centralnich
vedlejSich ucinki. Vyzkumy ukazaly, Ze nema negativni vliv na Zivotaschopnost dermélnich
bunék a vyrazné€ podporuje expresi MMP-1 a -3, pficemZ soucasné potlacuje produkci kolagenu
typu I a fibronektinu fibroblasty. Tyto vlastnosti naznacuji, Ze kyselina kynurenova by mohla
byt efektivnim antifibrotickym prostiedkem, ktery by zlepSil proces hojeni u pacienti
ohroZenych hypertrofickymi jizvami. Déle bylo zjiSténo, Ze terapie kynureninem zvysSuje
expresi MMP-1 a -3 aktivaci signdlni drahy MAPK/ERK1/2, coZ podporuje jeji terapeuticky
potencial (18).

18



MMP-1 se ale také mize podilet na rozvoji rakoviny a Sifeni metastaz. Vyzkumy
naznacuji spojeni mezi polymorfismem SNP MMP-1 -1607 2G/2G a nepiiznivou prognoézou u
malignich nadort, jako je naptiklad skvamdzni karcinom jazyka (19). U pacientli s invazivnim
dobfte diferencovanym karcinomem §titné zlazy je exprese MMP-1 spojena s agresivnimi rysy
nadoru, véetné invaze do laryngotrachedlni oblasti, multifokalitou a pfitomnosti metastaz.
Rovnéz je exprese MMP-1 spojovana s neptiznivou progndzou u karcinomu jicnu. Muze byt

vyuzita jako indikator prognoézy a potieby rozsahlejsiho chirurgického zasahu (20).

1.1.4.2.1.1 Ischemickd mrtvice

Cévni mozkova onemocnéni (CVD) jsou charakterizovana ischemickym poskozenim
mozku, které¢ zplsobuje akutni neurologické deficity a ptredstavuje patou nejCastéjsi piicinu
umrti ve Spojenych statech. Vice nez 80 % ptipadi CVD tvoii ischemické mozkové piihody
(IS), které jsou zpusobeny uzavérem krevnich cév (21). Hlavnimi mechanismy IS jsou
trombdza, embolizace a lakunérni infarkt, které vedou ke ztraté kysliku a poruSe ATPazy. Tyto
ischemické procesy vedou k patologickym udalostem, jako je naruSeni hematoencefalické

bariéry , vznik vazogenniho edému, sekundarni hemoragicka transformace a smrt neuroni (22).

Hlavni rizikové faktory IS jsou soucasti metabolického syndromu, zahrnujiciho
hypertenzi, cukrovku, obezitu, vysoké hladiny triglycerid a nizkou hladinu lipoproteinu
s vysokou hustotou (HDL). Mezi dalsi vyznamné faktory patii vliv prostiedi, jako je konzumace

alkoholu, kouteni, stravovaci navyky a télesna aktivita (22, 23).

Cévni mozkovéd onemocnéni, zejména ischemické mozkové piihody, jsou vaZnou
zdravotni hrozbou. Rizikové faktory zahrnuji metabolicky syndrom a environmentalni vlivy,
pficemz vyznamné rozdily v incidenci a vysledcich existuji mezi riznymi etnickymi skupinami.

Vyzkum téchto odliSnosti ma zasadni vyznam pro prevenci a zlepseni 1écby (22).
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Role polymorfismu MMP-1 u ischemické mrtvice

MMP-1, protein o hmotnosti 53 kDa, se podili na rozkladu intersticidlniho kolagenu typa
I, IT a IIT a kli¢ovych strukturalnich komponent fibrézniho platu, ktery je spojen s mechanismem
aterosklerotické mrtvice. Aktivni zinek interaguje s pantovou oblasti a karboxylovou terminalni
doménou, ¢imz umoziiuje rozvinuti trojSroubovice kolagenové struktury (24). MMP-1 byla také
uzce spojena s pokrocilymi aterosklerotickymi plaky a ptredpokladda se, Ze zhorsSuje

aterosklerdzu degradaci plakt, coz vede k cyklu expanze a prasknuti plaku (22).

Klinicka role polymorfismu MMP-1

Byl identifikovan polymorfismus jednoho guaninu (1G az 2G) lokalizovany v oblasti
promotoru MMP-1 -1607 1G/2G. Bylo prokézano, ze alela 2G tohoto promotoru podporuje
transkripcni aktivitu vytvofenim vazebného mista pro transkripéni faktor E26 (22). Ale Chehaibi
a spol. hodnotili roli této alely 1G vs. 2G v incidenci IS u tuniskych pacientli a nenasli zddnou
souvislost mezi polymorfizmem genu promotoru -1607 a incidenci IS (25). Tato negativni
asociace vSak miize byt zplisobena podobnosti ve frekvenci genotypu mezi pacienty s
aterosklerdzou kréni tepny a kontrolami ( p = 0,085). Ukézalo se vSak, ze homozygotni MMP-
1 2G/2G a polymorfismy MMP-3 synergicky vedou ke zvySeni aterosklerdzy karotid (odds ratio
(OR) 3,31, p =0,004) (31). Dosud zadna klinicka studie nehodnotila roli MMP-1 polymorfismt

v klinickém vysledku IS a jejich role v incidenci IS zlstava nejasna (22).

MMP a aneurysma

Pfi aneuryzmatu dochazi k rozpadu a nefunkcnosti elastinu ve stfedni vrstvé aorty.
Matrixové metaloproteindzy vyznamné piispivaji k oslabeni slozek extraceluldrni matrix
(elastinu, kolagenu, fibronektinu a proteoglykanil), a tim narusuji st€énu aorty. U aneuryzmatu se
prokazatelné zvySuji koncentrace MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8 a MMP-9. Experimentalni
vytazeni genu pro TIMP-3 vede ke snizeni hladin kolagenu a elastinu a zaroven ke zvyseni
aktivity enzymil Stépicich proteiny, coZ nasledné zplisobuje vznik aneuryzmatu po podani

angiotensinu II (27).
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1.1.4.2.2 Matrixova metaloproteindza 8

Obrazek 5 — Krystalova struktura MMP-8 ptevzato z (28)

Enzym MMP-8 je znamy pod néckolika béznymi nazvy, jako jsou kolagenaza-2,
neutrofilni kolagenaza, PMN-kolagenaza nebo granulocytova kolagenaza. Kli¢ovymi faktory
pro MMP, véetné MMP-8, jsou aktivace, katalyticky mechanismus, specifita vii¢i substratim

a mechanismus inhibice pomoci inhibitort (29).

MMP-8 plni fyziologickou tlohu pii remodelaci extracelularni matrix (ECM) behem
hojeni ran a opravy poranénych tkani (29). Enzymy MMP, véetné MMP-8, rozkladaji proteiny
a hydrolyzuji peptidové vazby (30). MMP-8 rozklada kolagen typi I, I1, ITI, VII a X' s degradacni
preferenci v poradi (I > III > II). Tento enzym degraduje heterotrimerni kolagen (typ I) pfiblizné

20krat u¢innéji nez homotrimerni kolagen (typ III) (31).
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MMP-8 ma kromé¢ této role n¢kolik dalSich biologickych ucinkti, naptiklad aktivaci
zanétlivych mediatort, regulaci fyziologickych funkci a vliv na progresi rakoviny (32). Enzym
také inaktivuje serpiny, jako jsou al-antitrypsin a al-antithyrotrypsin, a a2-makroglobulin (33).
MMP-8 mize mit vliv na nadorovy rist i ochranu nadort v zavislosti na fyziologii, patologii
a dalSich faktorech (29). Jeji 3D struktura muize byt analyzovana pomoci rentgenové

krystalografie nebo NMR studii (34).
1.1.4.2.2.1 Onemocnéni

Mezi onemocnéni spojené s MMP-8 patii:

e Revmatoidni artritida

e Kardiovaskularni poruchy (35)

e Ateroskleroza

e Nadmérny rist ddsni a periondontalni onemocnéni

e Rakovina

1.1.4.2.2.2 Vliv MMP-8 na ateroskler6zu

Studie ukazuje, Ze matrixova metaloproteinaza (MMP)-8 hraje klicovou roli v rozvoji
aterosklerdzy. Inaktivace MMP-8 u mysi vedla k vyraznému snizZeni tvorby aterosklerotickych
1ézi, niz§im hladindm angiotensinu II, stabiln&jSim aterosklerotickym platim a nizSimu
krevnimu tlaku. MMP-8 ovliviluje expresi adhezivni molekuly VCAM-1, coz ma vliv na
zanétlivé procesy a adhezi leukocytli na endotel. Variace v genu MMPS8 jsou spojeny
s rozsahlosti aterosklerdzy a hladinami VCAM-1 v plazmé, coz zduraznuje jeji klicCovou ulohu
pfi kardiovaskularnich onemocnénich. Tyto poznatky ukazuji, ze cileni na MMP-8 miize

ptredstavovat slibnou strategii pro prevenci a 1é€bu aterosklerdzy (36).
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1.1.4.2.3 Matrixova metaloproteindza 13

Gen pro MMP-13, znamou také jako kolagendza-3, se nachazi na chromozomu 11q22.3.
Tento enzym ma vysokou schopnost §tépit kolagen typu II. Piivodné se mélo za to, Ze exprese
MMP-13 se omezuje na pojivovou tkan, zejména chrupavku a vyvijejici se kostni tkan. Pozdéji
vSak byla jeji pfitomnost potvrzena také v epitelidlnich a neuronélnich bunkach. Nadmérna
exprese MMP-13 v chrupavce pacientil s osteoartrozou naznacuje, ze zvySena aktivita tohoto
enzymu v chondrocytech miize pfispivat k progresi osteoartritidy (38). Gen MMP-13 byl
identifikovan jako piimy cilovy gen mikroRNA miR-411 v chondrocytech. ZvySené hladiny
miR-411 potlacuji expresi MMP-13 a podporuji syntézu kolagenu typu IT a IV v chondrocytech.
Ve srovnani se zdravou chrupavkou vykazuje chrupavka postiZena osteoartr6zou snizenou
hladinu miR-411 a zvySenou expresi MMP-13. Tyto poznatky naznacuji, Ze miR-411 ma
schopnost regulovat expresi MMP-13 a remodelaci extracelularni matrix v chondrocytech, coz

by z ni mohlo ucinit potencidlni terapeuticky cil pro 1écbu osteoartrdzy (39).

Obrazek 6 — Krystalova struktura MMP-13 pievzato z: (37)
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Nizky pomér polynenasycenych mastnych kyselin kyseliny linolové (n-6) ku kyselin¢ a-
linolenové (n-3) omezuje expresi MMP-13 v zanétlivych chondrocytech jak pti laboratornich
testech, tak 1 v zivych organismech, a mize byt uCinnym nastrojem ke zmirnéni ptiznakt
osteoartrézy. V lidskych chondrocytech péstovanych v kultufe poméry n-6/n-3 na tGrovni 1:1
a2:1 vedly ke snizeni exprese mRNA 1 produkce proteinu MMP-13, aniz by to ovlivnilo
mnozeni bun¢k. V experimentadlnim modelu artritidy u krys, vyvolané aplikaci Freundova
kompletniho adjuvans, se nizké dietni poméry n-6/n-3 (1:1 a 2:1) projevily poklesem otoku

tlapek, snizenim hladin MMP-13 a IL-1 v séru a zmirnénim poskozeni chrupavky (40).

MMP-13 muze byt zapojena do onemocnéni plic, jako jsou akutni poskozeni plic, virové
infekce a chronickd obstrukéni plicni nemoc. V epitelidlnich buiikach dychacich cest byla
stimulace sekrece MMP-13 vyvolana kyselinou polyinosin-polycytidylovou, pfi¢emz jeji
sekreci bylo mozné zrusSit pomoci inhibitorti, jako je p38 MAPK SB304680, fosfoinositid
3-kinazy LY294002, Janusovy kinazy nebo inhibitoru NFkB Bay 11-7082. Interferon-3
(IFN-B) rovnéz indukoval sekreci MMP-13, kterou potlacily vSechny vySe uvedené inhibitory
krom¢ Bay 11-7082. Navrhuje se, Zze sekrece MMP-13 byla zprosttedkovana IFN receptory
nezavisle na NFkB, zatimco kyselina polyinosin-polycytidylova stimulovala sekreci IFN
mechanismem zavislym na NF«kB, coz vedlo ke zvySené sekreci MMP-13 v epitelidlnich
bunkach dychacich cest. Déle inhibitory MMP-13 a MMP-13 siRNA potlacily
IFN-indukovanou produkci IFNy-indukovatelného proteinu 10 (IP-10) a regulovaly sekreci
RANTES, ¢imz poukazuji na zapojeni MMP-13 do produkce prozanétlivych chemokint
vyvolanych virovymi infekcemi. Kromé toho byl objeven novy polymorfismus v promotorové
oblasti genu MMP-13, ktery podporuje teorii, z2 MMP-13 se podili na obrannych procesech
v epitelidlnich buiikédch dychacich cest (41).

Jaterni fibréza predstavuje pokrocilé stadium jaternich onemocnéni, které miize vyustit
v jaterni selhani nebo vznik rakoviny. Studie zkoumaly, zda zvySend exprese genu MMP-13
v jatrech krys dokdZze zpomalit nebo zastavit progresi jaterni fibrézy. U krys s jaterni fibrozou,
vyvolanou ligaci ZluCovodu, bylo aplikovano hydrodynamické dodani genu MMP-13
prostiednictvim expresniho vektoru obsahujiciho kazetu CAG promotor-MMP13-IRES-
tdTomato-polyA. Tento postup vedl ke zvySeni sérovych hladin MMP-13, které dosahly maxima

po 14 dnech a ptetrvavaly po dobu dalSich 60 dni. Zaznamenané hladiny kyseliny hyaluronové
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byly u lé€enych krys nizsi nez u nelécenych, coz naznacuje pozitivni terapeuticky efekt
nadmérné exprese MMP-13. Kvantitativni analyza tkani, obarvenych kolagenovym barvivem
sirius red, prokazala vyznamné nizsi podil fibrotické tkan¢ u krys I1écenych MMP-13 ve srovnani
s nelécenymi zvitaty. Tento vyzkum ukazuje, ze hydrodynamické dodani genu MMP-13

zaméfené na jatra by mohlo byt slibnym piistupem k prevenci jaterni fibrozy (42).

MMP-13 byva casto nadmérné exprimovan v nadorovych tkanich, coz mize piispivat
k progresi a §ifeni metastaz. ZvySend exprese MMP-13 byla zaznamendna v nasofaryngealnich
rakovinnych bunkéch, exozomech ziskanych z kondicionovaného média, a také v plazmé
pacientl s nasofaryngedlnim karcinomem (43). Transwell analyza je vSestrannd in vitro metoda,
kterd se pouziva ke studiu migrace a invaze bunck skrze porézni membranu oddélujici dvé
komory (49). Zakladni princip spoc¢iva v naneseni bun¢k do horni komory transwell insertu
a sledovani jejich pohybu do dolni komory, ¢asto v reakci na chemoatraktant (45). A diky této
analyze bylo zjisténo, Ze exozomy obsahujici MMP-13 podporuji metastdzovani rakovinnych
bunck nosohltanu. Pouziti MMP-13 siRNA snizovalo vliv téchto exozomil na Sifeni metastaz

a proces angiogeneze (43).
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1.1.4.2.4 Matrixova metaloproteindza 18

Gen MMP-18, znamé také jako kolagenaza-4, je lokalizovan na chromozomu 12q14.
V pribéhu 90. let 20. stoleti byla pomoci analyzy sekvencni podobnosti v databazich
exprimovanych sekvencnich znafek objevena castecnd cDNA, ktera kddovala 3' konec
potencidlni nové lidské MMP. Nasledn¢ byl pomoci polymerdzové tetézcové reakce (PCR)
z cDNA lidské mlécné zlazy doplnén zbyvajici 5' konec této cDNA. Predpokladany protein
vykazoval vSechny klicové strukturdlni znaky charakteristické pro rodinu MMP a jeho nejvéEtsi
podobnost byla zaznamendna s MMP-1, -3, -10 a -11, diky ¢emuZz byl oznacen jako MMP-18.
Tato molekula se od ostatnich MMP odliSuje svou aminokyselinovou sekvenci, kterd zahrnuje
dvé Stépné oblasti pro aktivaci. mMRNA MMP-18 je ptfitomna v fad¢é normalnich lidskych tkani,
nicmén¢ jeji exprese nebyla pozorovana v mozku, kosternim svalstvu, ledvinach, jatrech nebo

leukocytech (5).

MMP-18 je protein, ktery se vyskytuje v migrujicich makrofazich. Riist perifernich
axond in vitro je vyrazné ovlivnén ptitomnosti pupent koncetin a k;oznich explantati. Axonalni
rist smérem ke koznim explantatim Xenopus laevis v matrigelu je propojen s expresi
MMP-18 a dalsich MMP, pti¢emz tento proces je blokovan inhibitory MMP, jako jsou BB-94
a GM6001. Kdyz je MMP-18 uméle exprimovan v bunéénych agregatech COS-7, podporuje
axondlni rast z explantatl dorzalnich kofenovych ganglii Xenopus. Nidogen, uvoliovany
kultivovanou kiZi v matrigelu, je specifickym cilem MMP, zatimco ostatni komponenty
zustavaji neporusené. Tato pozorovani spojuji MMP-18 s odbouravanim ECM a jeho roli
v fizeni rGstu axontl. Prestoze MMP-18 ma Sirokou distribuci a rizné funkce v tkanich, nebyla

pfimo propojena s konkrétnim patologickym stavem (46).
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1.1.4.3 Role kolagenaz v onemocnéni rakoviny

Rakovina je onemocnéni zpisobené zhoubnym nadorem, pro ktery je charakteristicky
nekontrolovany rast s ni¢enim okolnich tkani, zakladani metastdz a celkové piisobeni na

organismus (47).

Pocet novych ptipadi rakoviny bude pravdépodobné stoupat v disledku starnuti
populace a zvysujiciho se celozivotniho rizika rakoviny (48). Pieziti pacient se u mnoha druhii
rakoviny zlepsilo diky pokrokiim v prevenci (49), detekci (50), diagnostice a 1é¢bé, coz bylo
umoznéno rozsdhlym vyzkumem vyuzivajicim metody in vitro, genetické analyzy, bunétné
kultury a in vivo studie (51). Identifikace rakovinnych biomarkert, jako jsou DNA, RNA,
proteiny nebo chemické modifikace biomolekul, vyznamné ptispéla k lepsi diagnostice a 1é€bé

(58).

Matrixové metaloproteindzy (MMP) jsou zvazovany jako biomarkery a terapeutické cile,
nebot’ hraji kli¢ovou roli pfi degradaci extracelularni matrix (ECM), coZ podporuje invazi
rakovinnych bunék a metastdzy. Ac¢koliv jsou MMP casto spojovany s podporou nadorovych
procest, jejich studium prispiva k pochopeni rakoviny a k hledani novych terapeutickych

pristupii (54).

Maligni nddory maji schopnost pronikat do zdravé tkané€ a rozSifovat se do vzdalenych
¢asti téla, coz ma za nasledek tvorbu metastaz. Tyto procesy jsou hlavnimi pfi¢inami morbidity
a mortality spojené s rakovinou. Invaze a metastazy zahrnuji pfichyceni nddorovych bunék
k bazalni membran¢, rozklad okolni pojivové tkané, jeji prinik a naslednou migraci skrze
poskozené stromalni struktury (54). Rozklad extracelularni matrix je vysledkem spolecné
aktivity riznych proteindz, naptiklad serinovych, cysteinovych, aspartitovych a MMP.
Ptevaznou c¢ast destrukce pojivovych tkani vSak zajistuji MMP. VétSina MMP je vylucovéna ve
své neaktivni formé& jako zymogeny, které potfebuji proteolytické St€peni k aktivaci. Tento
proces mize byt usnadnén jinymi MMP nebo serinovymi proteindzami, napiiklad plasminem
nebo urokinazou. I kdyZ MMP hraji hlavni roli v destrukci pojivové tkané, serinové proteinazy
jsou vyznamnymi aktéry v proteolytické kaskade¢, kterd aktivaci MMP podporuje a spousti

proces nadorové invaze (55).
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1.1.4.3.1 MMP-8

Systematicky piehled shrnul soucasné znalosti o jeji potencialni prognostické hodnoté v
krvi a nadorovych vzorcich, stejn¢ jako vliv genetickych zmén na prognézu. Byly analyzovany
in vitro a in vivo studie, aby byly objasnény molekularni mechanismy a aplikace MMP-8 v

terapii rakoviny (56).

MMP8 je zvazovana jako prognosticky marker pro rakovinu. Jeji méteni, véetné genové
exprese, hladin proteinii a genetickych polymorfismli, mize pomoci odhadnout pribch
a vysledek onemocnéni. Pouziti MMP8 by mohlo Iékaifim poskytnout cenné informace
o pravdépodobnosti recidivy a pteziti pacientll. Tento biomarker ma potencial vyznamné ptispét

k personalizovanému piistupu v 1é€bé rakoviny (55).

Analyza proteinu a mRNA MMP8 v nadorech ukazuje variabilni vysledky ohledné jeho
role jako prognostického biomarkeru. Imunohistochemické metody a RT-PCR jsou nejcastéji
pouzivané techniky. mRNA MMP8 je ziidka detekovana a jeji stabilita v nadorové tkani je
sporna (57). Studie o nadorové expresi MMPS u rakoviny prsu neprokazaly jasnou souvislost s
klinicko-patologickymi rysy, ackoli n¢které korelace s jinymi faktory byly nalezeny (58).

U rakoviny ktize se role MMPS lisi podle podtypu. Napiiklad vyssi hladiny MMPS8 jsou
spojeny s invazivitou melanomu, avSak u bazaliomu nebo spinocelularniho karcinomu nejsou
klinicky vyznamné (55). U rakoviny hlavy a krku byly hladiny MMP8 proménlivé, pficemz jeji

vyss$i exprese v SCC jazyka naznaCovala lepsi prognozu (59).

V piipadech rakoviny vajecniki a jater byly zvySené hladiny MMP8 spojeny se Spatnou
progndzou, zatimco u kolorektalniho karcinomu a rakoviny Zaludku se vysledky lisily (60).
U néekterych rakovin, jako je rakovina plic, pankreatu nebo délohy, existuji omezené dikazy,
které neumoZznuji jednoznacné zavéry. Celkové je role MMPS8 jako biomarkeru promeénliva,
ackoli nekteré korelace s malignitou naznacuji jeji potencialni vyuziti v specifickych ptipadech

(55).
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1.1.4.4 Vliv matrixovych metaloproteinaz na hojeni ran

K zajisténi optimalniho hojeni ran dochazi diky vysoce koordinovanému a systematicky
uspotadanému procesu (61). Proces hojeni ran vyuziva ECM, kterd zlepsuje bunécné funkce
nezbytné pro zaceleni, véetné prilnavosti bun€k, jejich pohybu a remodelace tkané. V pribehu
celého procesu hojeni ran jsou MMP nepostradatelné. V zanétlivé fazi se staraji o odstranéni
poskozenych proteinti a provizorni ECM. V proliferacni fazi umoznuji angiogenezi a migraci
bunék tim, ze narusuji bazalni membranu kapilar. V fazi remodelace pak ptispivaji ke kontrakci
a obnové¢ tkang. Déle je zndmo, ze MMP reguluji aktivitu nékterych rustovych faktort a

polymorfonuklearnich buné¢k (63).

Kli¢ovou roli v hojeni ran hraji zejména Zelatindzy (konkrétn¢ MMP-2 a MMP-9)
a kolagendzy (MMP-1 a MMP-8). Uginek té&chto MMP je regulovan tkafovym inhibitorem
metaloproteinaz (TIMP), ktery existuje ve Ctyfech forméach (TIMP-1 az TIMP-4). TIMP
pferuSuji aktivitu MMP tim, Ze se na né¢ vdzou v alternativnich nebo aktivnich mistech,
a dokéazou tak inhibovat v§echny typy MMP, i kdyzZ s riiznou silou vazby (64). Ackoli jsou MMP
pro hojeni ran nepostradatelné, jejich nespravna koncentrace muze proces zkomplikovat.
V béznych situacich interakce MMP s rustovymi faktory a receptory pfispiva k udrzeni
rovnovahy ECM, a tim i k nizkému vyskytu MMP. Nicméné¢, progndza hojeni bude odvisla od

poméru mezi mnozstvim MMP a TIMP (65).

V ramci ECM miZe nerovnovdha téchto matricovych proteinit a jejich inhibitoril
zpisobit degradaci matrice (66) a je spojena s proteolytickymi enzymy distribuovanymi
v n€kolika skupinach zapojenych do rozvoje onemocnéni (65). V diisledku této interakce klesa
koncentrace ristovych faktort a TIMP. Naopak stoupd hladina protedz a MMP, konkrétné
MMP-1, MMP-2, MMP-8 a MMP-9, a prozanétlivych cytokind, jako je interleukin-1 (IL-1)
a tumor nekrotizujici faktor-alfa (TNF-a), které uvolnuji neutrofily a makrofagy. Tento jev je
siln¢j$i u dlouhodobych ran ve srovnani s Cerstvymi. Tato nerovnovdha md souvislost

s patologickymi stavy hojeni ran, jako je diabetes mellitus (DM) a dal$i cévni komplikace (67).
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1.1.4.4.1 Interakce matrixovych metaloproteinaz pri hojeni diabetickych ran

Diabetes mellitus je chronickd metabolickda porucha postihujici miliony lidi na celém
sveété. Hyperglykémie indukuje vétSinu mikro- a makrovaskularnich komplikaci spojenych
s DM. MiiZze dochézet k ptimému nebo neptimému zvyseni aktivity MMP, a to prostfednictvim
oxida¢niho stresu nebo konecnych produktii pokrocilé glykace (68). Lidé s metabolickym
syndromem maji prokazateln¢ vyssi hladiny MMP nez zdravi jedinci, coz naznacuje zvysené
riziko vzniku dalSich zdravotnich komplikaci (64). Spravné hojeni ran zavisi na regulaci
rozkladu ECM; naruseni rovnovahy mezi tvorbou a odbourdvanim ECM muze vést ke vzniku
chronickych viedi nebo fibrozy (69). NaruSeni bunécné a biochemické rovnovéahy, poskozeni
tkani nebo riiznd onemocnéni mohou ovlivnit proces hojeni ran riznymi zpisoby. To ma také
negativni dopad na proteazy, cytokiny a ristové faktory, coZ muze vést k netiplnému nebo

opozdénému uzavieni rany a branit tak tispé$né obnove ktize (70).

Zdravotnickéd komunita s velkym znepokojenim sleduje ptetrvavajici problémy spojené
s ven6znimi bércovymi viedy (VLU) a diabetem. Tyto stavy nepfinaseji pouze bolest, zhorSenou
kvalitu zivota a potencidlné¢ i umrti, ale ptredstavuji také znacné ekonomické néklady (80).
Diabeticky vied na noze je bézny v jakékoli vékové skupin€ a je pozorovan pievazné u osob

starSich 65 let s vyskytem vice nez 3 % a vyskytem vice nez 1 % svétové populace (71).

1.1.4.5 Analyza kolagenaz
1.1.4.5.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

ELISA je technika, kterd slouzi ke kvantitativnimu ur€eni specifickych molekul, jako
jsou proteiny nebo protilatky, ve vzorku. Funguje na zaklad€ vysoce specifické interakce mezi
hledanou molekulou a jeji vazebnou partnerkou (protilatkou nebo antigenem), pficemz tato

vazba je nésledné detekovana pomoci enzymu (73).

Znama molekula (antigen nebo protilatka) se upevni na povrch, typicky na dné¢ malé
plastové jamky. Tim se zajisti, Ze se specifické reakce oddéli od ostatnich latek ve vzorku. Pokud
je ve zkoumaném vzorku pfitomna cilovd molekula (antigen pfi hledani protilatek, nebo
protilatka pfi hledani antigenu), specificky se navaze na tu upevnénou. K odhaleni této vazby se
pouzije dalsi protilatka, kterd ma na sob€ navazany enzym. Tato znacena protilatka se specificky

spoji s cilovou molekulou (bud’ pfimo, nebo nepiimo pies jinou protilatku) (73).
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Po odstranéni nezreagovanych znacenych protilatek se ptida latka (substrat), kterou dany
enzym preméni na barevnou, svétélkujici nebo fluoreskujici latku. Mnozstvi vzniklé barevné
zmény nebo svétla je umérné mnozstvi hledané molekuly ve vzorku a méfi se specidlnim

ptistrojem (73).

1.1.4.5.2 Western blotting

Western blotting je metoda, pii které se vyuzivaji specialni protilatky k nalezeni
a identifikaci konkrétnich proteinti. Tyto proteiny jsou pfedtim rozdéleny podle své velikosti

pomoci gelové elektroforézy (74).

Pfi této imunoanalyze se pouziva membrana, kterd je vyrobena bud’ z nitrocelul6zy, nebo
z PVDF. Gel s rozdélenymi proteiny se ptilozi k této membrané a nésledné se aplikuje elektrické
pole. Diky tomu proteiny piejdou z gelu na povrch membrany. Na membrané se pak provadéji
dalsi kroky, pti kterych se pouzivaji protilatky, které cilené rozpoznaji hledany protein. Nakonec
se tyto protilatky a navazany protein zviditelni pomoci sekundarnich protilatek a dalSich latek,

které umozni detekcei (74).

1.1.4.5.3 SDS-PAGE elektroforéza

V elektrickém poli se molekuly, které byly oddéleny podle toho, jak rychle putuji vlivem
elektrického proudu (elektroforetickd mobilita), pohybuji smérem k elektrodé s opacnym
nabojem. Diky pouziti SDS maji vSechny délené latky stejny naboj a mohou se délit jen podle

svého naboje. (84).

Rychlost tohoto pohybu je ovlivnéna tim, jak je molekula uspofadana, jaky ma tvar
a jaky ma elektricky naboj. U proteint hraje hlavni roli jejich struktura a ndboj. Mensi molekuly
projdou gelem sndze a rychleji, protoZe jim v cesté stoji méné piekazek. Naopak, vétsi molekuly
se budou pohybovat pomaleji, protoze narazi na vice ptekazek v gelové siti. Diky tomu se

molekuly v gelu rozd€li v podstaté jen podle své velikosti (75).
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1.1.4.5.4 Kolagenova zymografie

Kolagenova zymografie je metoda zalozena na SDS-PAGE elektroforéze, ktera slouzi
k detekci jak proenzymovych, tak i aktivnich forem kolagenaz.. Je dobie zdokumentované, ze
matrixové metaloproteinazy, se podileji na proteolytické preméné a St€peni nckolika slozek
extracelularni matrix i na molekuldch, které nepatii do ECM (76). Detekce aktivity téchto
enzyml nam muiZze poskytnout vyznamné diagnostické a prognostické informace, coz umozni

optimalni vybér moznosti 1éCby.

Kolagenova zymografie je jednou znejCastéji pouzivanych metod pro detekci
proteolytické aktivity. Pfi této technice se proteiny separuji na SDS-PAGE gelu, ktery je
kopolymerizovan se specifickym substratem (napt. Zelatinou, kaseinem nebo kolagenem) za
neredukénich podminek a bez zahtivani (78). SDS zplsobuje neproteolytickou aktivaci
proenzymu, coz umoziuje degradaci substratu aktivnim enzymem. Tento jev umoziuje
analyzovat jak proenzym, tak aktivni formu. Po obarveni gelil se natravené oblasti jevi jako ¢iré

pruhy na tmavém pozadi (79). To je viditelné na obrazku ¢.8.

Kolagenova zymografie je upfednostiiovanou metodou pro hodnoceni aktivity
kolagenaz (MMP-1, MMP-8 a MMP-13) z nasledujicich divodu:
e je jednoduché a levna ve srovnani s metodami, jako je western blot, ELISA a testy
aktivity
e umoziuje analyzu nejen proenzymil a aktivnich forem, ale také glykosylovanych

izoforem (89).

Nicmén¢ existuji technické problémy, které je tfeba zvazit, jako je vybér vhodného typu
a koncentrace kolagenu, stanoveni citlivosti kolagenazy a oddéleni jednotlivych kolagenaz,
protoze maji podobnou molekuldrni hmotnost. Kolagenova zymografie byla vyvinuta Goglym
a kolegy. Autofi optimalizovali metodu pro analyzu aktivity MMP-1, nezaméfili se na aktivity

MMP-8 a MMP-13 (80).
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1. Extrakce a purifikace kolagenu typu L.

2. Piiprava SDS-PAGE gelu
obsahujici kolagen typu I (0,3 mg/ml)

3. Nacteni vzorku za
neredukujicich a neohiivacich
podninek

7. Obarveni pomoci
barviva Coomassie

Brilliant Blue (
i 4. Separace proteini
8. Vizualizace na elektroforézou
zymografickém gelu a

analyza hustoty bilych 5. Promyvini v Tritonu X-100 (2,5%)
lytickych pruhi 6. Inkubace v inkubaénim pufru pii 37°C

Obrazek 7 — Proces kolagenové zymografie prevzato z: (80)
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Material a metoda

2.1.1 Pouzité pristroje a pomiicky

a) Pomicky pro elektroforézu

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

Elektroforetickd vana Mini-Protean Tetra system (Bio-Rad, USA)

Lici rdam Mini-Protean Tetra system (Bio-Rad, USA)

Lici stojan Mini-Protean Tetra system (Bio-Rad, USA)

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

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

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

Plastové hiebeny na tvorbu jamek Mini-Protean Tetra system (Bio-Rad, USA)

Plastovy otvirdk geltit Mini-Protean Tetra system (Bio-Rad, USA)

Obrazek 8 — Aparatura na piipravu geld a elektroforézu prevzato z: (81)
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b)

Ostatni pomicky

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

Chladnicka (Liebherr LH KTS 1414, Némecko)

Laboratorni tfepacka Kavalier LT 2 (Votice, CR)

Ttepacka REAX TOP s nastaveem (Heidolph, Némecko)
Inkubator (Memmert, Némecko)

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

Pumpa vakuova (Merck, Némecko)

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

Plastové zkumavky: 10 ml, 15 ml

Petriho misky o priméru 17 cm

Sklenéné odmérné valce, kadinky

Celofanova folie

Filtra¢ni papiry

Stricka 500 ml

Vortex (Heidolph, Némecko)

Parafilm (Bemis Flexible Packaging, USA)

Skener Perfection V600 Photo (EPSON, Japonsko)
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2.1.2 Pouzité chemikalie

Tabulka 2 — Pouzité chemikalie

Chemikalie

Vyrobce, zemé

Persiran amonny (APS)

MERCK, Némecko

Dodecyl siran sodny (SDS)

(LACH-NER, Ceska republika)

30% akrylamid/bis-akrylamid (polyakrylamid)

MERCK, Némecko

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

MERCK, Némecko

Chlorid sodny

MERCK, Némecko

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-Base)

PENTA, Ceska republika

Hydroxid sodny

LACH-NER, Ceska republika

Chlorid vépenaty (bezvody)

PENTA, Ceska republika

Chlorid sodny MERCK, Némecko
Glycin LACH-NER, Ceska republika
Kyselina octova 99% LACH-NER, Ceska republika
Methanol LACH-NER, Ceska republika
Ethanol 96% LACH-NER, Ceska republika
Glycerol (bezvody) LACH-NER, Cesk4 republika

Kyselina chlorovodikova 37%

MERCK, Némecko

Triton©X-100

MERCK, Némecko

Brij® L23

MERCK, Némecko

Coomassie Brilliant Blue R

MERCK, Némecko

Bromfenolova modf

Lachema N. P. Brno, Ceska republika

Corning Colagen typu I

MERCK, Némecko
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2.1.3 Priprava potirebnych roztoki

a) 10 % Dodecylsiran sodny
V 50 ml destilované vody rozpustime 10 g SDS. Poté doplnime destilovanou vodou na
celkovy objem 100 ml. Roztok uchovdvame v chladnicce piiblizné¢ 3 mésice. Pii nizsi teplote

tento roztok krystalizuje, proto je nutné ho pted pouzitim zahtat v teplé vodni 1azni a promichat.

b) 1,5 M Tris — HCI pufr s hodnotou pH 8,8

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

piiblizné 3 mésice.

¢) 0,125 M Tris — HCI pufr s hodnotou pH 6,8

50 ml destilované vody rozpustime 1,5 g Tris-Base. Poté pomoci koncentrované kyseliny
chlorovodikové upravime pH na vyslednou hodnotu 6,8. Nasledn¢ doplnime 50 ml destilované
vody na celkovy objem 100 ml. Tento roztok uchovavame v chladu, kde je stabilni pfiblizn¢ 3

mésice.

d) 0,5 M Tris — HCI pufr s hodnotou pH 6,8

V 50 ml destilované vody rozpustime 18,5 g Tris-Base. Poté pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové upravime pH na vyslednou hodnotu 8,8. Nasledn¢ doplnime 50 ml
destilované vody na celkovy objem 100 ml. Tento roztok uchovavame v chladu, kde je stabilni

pfiblizné€ 3 mésice.

e) Elektrodovy pufr
V 500 ml destilované vody rozpustime 2,91 g Tris-Base, 14,41 g glycinu a 1 g SDS.
Nasledné doplnime 500 ml destilované vody. Roztok uchovavame v chladu, kde je stabilni

zhruba mésic. Pied elektroforézou roztok fedime v poméru 1:5 destilovanou vodou.
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f) Inkubaéni pufr

V 250 ml destilované vody rozpustime 3,028 g Tris-Base, 1,46 g chloridu sodného,
0,56 g chloridu vapenatého a 0,25 g Brij 35. Poté doplnime 250 ml destilované vody na celkovy
objem 500 ml. Pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové upravime pH roztoku na

vyslednou hodnotu 8,0. Tento roztok uchovavame v chladu, kde je stabilni zhruba mésic.

g) 2% Bromfenolova modr
V plastové zkumavce rozpustime 0,1 g bromfenolové modfi v 5 ml destilované vody.

Roztok uchovavame v chladu.

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

modfi. Roztok diikladn€ promichame a uchovavame v chladu.

i) 10 % Persiran amonny
Pro ptipravu Ctyt gelti na analytickych vahéch navazime 0,2 g APS. Nésledné k navéazce

napipetujeme 2 ml destilované vody. Roztok APS piipravujeme vzdy v den pouziti.

i) 2,5 % Triton X-100
Pro c¢tyti gely rozpustime 12,5 ml Tritonu X-100 v 493,74 ml destilované vody. Triton
X-100 je Spatné rozpustny, proto pouzijeme k jeho rozpusténi ultrazvukovou vanu. Tento roztok

pfipravujeme hned po spusténi elektroforézy a vzdy v den pouZiti.

k) Odbarvovaci roztok
Pro odbarveni ¢ty gelt smichame v reagen¢ni ldhvi 210 ml methanolu, 60 ml kyseliny

octové a 330 ml destilované vody. Odbarvovaci roztok pfipravujeme vzdy v den pouZiti.
1) Barvici roztok

Pro obarveni Ctyi gelt smichame v reagencni lahvi 100 ml methanolu, 4 ml kyseliny

octové, 137 ml destilované vody a 1,6 g Coomassie Brilliant Blue R. Dlikladné vSe promichame,
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aby se Coomassie Brilliant Blue R dobfe rozpustila. Tento roztok piipravujeme vzdy v den

pouziti.

m) 0,1 M Hydroxid sodny
Ve 100 ml destilované vody rozpustime 0,4 g hydroxidu sodného. Tento roztok

uchovavame v chladu. Roztok se pouziva pro tpravy pH.
2.1.4 Priprava vzorki

Pro potieby této diplomové prace byl vzorek krve odebran dobrovolnému darci, a to na
Oddéleni klinické biochemie a hematologie v nemocnici v Jablonci nad Nisou. Vzorek byl
nabran do vakuové zkumavky se zlatym uzdvérem, ve které se nachazi separacni gel. Po
odebrani vzorku bylo potfebné nechat vzorek ustat a to po dobu cca. 20 minut. Nasledné byla
zkumavka vlozena do centrifugy. Vzorek byl stocen na 1700 otacek za minutu po dobu 10 minut.
Nasledné bylo sérum odseparovovano do jiné zkumavky.

Jako dal$i vzorky pro stanoveni kolagendz byly pouzity vzorky séra od pacientl s
kardiovaskularnim onemocnénim, kteti byli zahrnuti do studie. Ta sledovala zanétlivou
odpovéd’ po implantaci absorbovatelnych koronarnich stentti. Studie probihala ve spolupraci s
Interni klinikou — Kardiologického oddéleni se sidlem v Pardubicich (Nemocnice Pardubického
kraje, a.s.). V souladu s touto studii byly také vydany souhlasy Etické komise pii Pardubické
krajské nemocnici, které jsou uvedeny v pfiloze A. VSichni pacienti, ktefi jsou do studie
zaclenéni, podepsali informovany souhlas a vyplnili dotaznik. Ptiklad informovaného souhlasu
pro ucastniky studie je uveden v ptiloze B. Pacientiim byla krev odebirana pied zakrokem, 24 a
48 hodin po perkutanni koronérni intervence. Pacientim s ¢islem vétsi nez 40 byl proveden jeste
ctvrty odbér D, a to v rozmezi 3, 6 aZ 12 mésicl po vykonu PCI (vétSinou 3 mésice po zékroku).
Béhem transportu byly vzorky uchovavany u ledu a nasledné€ zpracovéany. Po transportu se
zkumavky nechaly stat zhruba pul hodiny pfi laboratorni teploté. Nasledné byla provedena
centrifugace pro ziskani séra, 10 minut pii 3500 otackach za minutu, pfi teploté 4 °C. Ziskané
sérum bylo rozpipetovano a alikvoty byly zamrazeny pfi teploté — 80 °C.

Vzorky séra a rozmrzlého alikvotu natedime pfipravenym vzorkovym pufrem. Pro
stanoveni kolagendz pouZivame 1 - 2x fedéni. Takto nafedéné vzorky diikladn€ promichame na

vortexu a nechame 2 hodiny inkubovat pii 25 °C. DodrZeni doby inkubace je dillezité z toho

39



diivodu, ze béhem ni obsadi SDS aktivni mista na MMP, a tim zabrani jejimu
predCasnému Stépeni kolagenu béhem elektroforézy.

Vysledky stability vzorkl z diplomové prace (81) naznacuji, Ze dlouhodobé skladovani
zmrazenych vzorkl pfi teplot¢ -80 °C nevykazuje statisticky vyznamné zmény v jejich
hladinach sledovanych analyti. Diky tomu lze usuzovat, ze vyuziti vzork z dané studie pro

naSe ucely by nemél predstavovat problém.

2.1.5 Priprava aparatury pro vyrobu geli

Nejdiive oplachneme profilovaci a kratka skla destilovanou vodou, které pomoci
papirového ruc¢niku dosucha vysuSime a nasledné je pomoci ethanolu a papirového ru¢niku
vylestime. Je dillezité, aby skla byla dikladné odmasténa, zbavena vSech necistot a dokonale
¢ista. K profilovacimu sklu ptilozime kratké sklo a ob¢ spole¢né vlozime do liciho ramu. Do
liciho rdmu vlozime tésnici pasky. Lici ram se skly vlozime do liciho stojanu (do jednoho stojanu
se vejdou dva lici rdmy). Mezi profilovaci a kratké sklo napipetujeme destilovanou vodou cca.
do ptlky kratkého skla. Vodu nechame cca. 1 minutu mezi skly a sledujeme, zda voda neprotéka.
Vody se zbavime tak, Ze vezmeme do ruky stojan a naklopime ho, aby se voda vylila do vylevky.

Zbytky vody vysusime pomoci filtra¢nich papirt.

2.1.6 Priprava déliciho gelu

Reagencie potiebné k pripraveé ¢tyt délicich gelt jsou uvedeny v tabulce 1. Nejdiive si
musime nechat rozpustit kolagen. To provedeme tak, ze pfipravime vodni ldzeni na 37°C do
lazné ponotime kep s 300 pl kolagenu. Kolagen nechame 20 minut ve vodni l4zni. Po vyndéani
kolagenu z vodni 14zn¢ nechame kolagen kratce promichat na vortexu. Dal§im krokem je, Ze
v plastové zkumavce postupné smichdme reagencie kroku 1, jak je uvedeno v tabulce 1. Roztok
dikladné promichdme na vortexu a nasledn¢ odvzdu$nime pomoci vyvévy, a to za soucasného
poklepani tuzkou. Do zkumavky ptiddme APS a TEMED. K roztoku napipetujeme nejdiive APS
a nasledné¢ TEMED (reagencie kroku 2). Cely roztok ditkladné a kratce promichdme na vortexu
a poté co nejrychleji pipetujeme mezi skla tak, aby hladina gelu sahala pod zeleny okraj liciho
ramu. Nakonec gel rychle a velmi opatrné pfevrstvime zhruba 1 ml destilované vody, aby

nedoslo k zavzduSeni gelu a vytvoftila se rovna linie. Gel nechdme tuhnout zhruba 40 -50 minut.
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Pozorujeme zbyly gel ve zkumavce a dle n¢j se orientujeme. Pokud je gel ve zkumavce ztuhly,

pak je ztuhly i gel mezi skly.

Tabulka 3 — Reagencie na ptipravu Ctyt délicich gela

Poradi Reagencie Mnozstvi [ul]

1. 30% Polyakrylamid 2993

2 Destilovana voda 2993
Krok 1 3 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1870

4. 10% SDS 77

5 Kolagen 225

1. 10% APS 37,5
Krok 2

2. TEMED 7,5

2.1.7 Priprava zaostrovaciho gelu

Reagencie potiebné k piipravé Ctyf zaostfovacich gelll jsou uvedeny v tabulce ¢.2.
Béhem doby tuhnuti zaostfovaciho gelu si v plastové zkumavce piipravime zaostfovaci gel a to
tak, ze postupné smichame reagencie z kroku jedna, jak jdou za sebou je uvedeno v tabulce ¢.2.
udava mnozstvi pouze na dva gely, z diivodu velmi rychlého tuhnuti geld. Pokud se dé€laji ¢tyii
gely, je nutné provadét postup pro kazdé dva gely zvlast'.

Roztok dikladn€ promichdme na vortexu a nasledné odvzdusnime pomoci vyveévy, a to
za soucasného poklepani tuzkou na zkumavku. Po uplynuti doby tuhnuti gelu odsajeme vodu
pomoci filtra¢niho papiru. Do zkumavky pfidime APS a TEMED. K roztoku napipetujeme
nejdiive APS a néasledné TEMED (reagencie kroku 2). Cely roztok dikladné¢ a kratce
promichdme na vortexu a poté co nejrychleji napipetujeme nad délici gel az po okraj. Do
zaostfovaciho gelu vloZime ethanolem ocistény hiebinek. Gel nechdme tuhnout tak dlouho

dokud neuvidime tuhnout ¢ast gelu ve zkumavce. Poté vytdhneme opatrné hiebinek.
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Tabulka 4 — Reagencie na pfipravu 2 zaostfovacich geld

Poradi Reagencie Mnozstvi [ul]
1. 30% Polyakrylamid 313
2 Destilovana voda 1400
Krok 1 3. 0,125 M Tris-HCI (pH 8,8) 625
4 10% SDS 25
Krok 2 1. 10% APS 25
2. TEMED 5

2.1.8 Priprava elektrodového pufru

Elektrodovy pufr byl jiz pfipraven dopiedu podle navodu. Pied vlastni analyzou je
potteba natedit elektrodovy pufr s destilovanou vodou v poméru 1:5. Na dva gely potiebujeme
roztok, ktery ziskdme smichanim 150 ml elektrodového pufru s 950 ml destilované vody. Pro

ptipravu ctyt gell je potfeba 200 ml elektrodového pufru a 1000 ml destilované vody
2.1.9 Umisténi vzorkii a standardi na gel

Po uplynuti doby potiebné ke ztuhnuti geld, vyjmeme z liciho stojanu lici rdm. Skla
s gely vynddme z ramu a po dvojicich umistime do ramu pro elektroforézu tak, aby sméfovaly
kratkymi skly k sobé. Stojanky se skly umistime do elektroforetické vany dle barevné
pfislusnosti, kterd je oznaCena Cervenou a cernou barvou (Cervend elektroda na cervenou
znacku). Piipravenym nafedénym elektrodovym pufrem nejdiive opatrné proplachneme jamky
v gelu, nasledovné naplnime pufrem prostor mezi gely. Nasledné do piislusnych jamek pomoci
malé pipety davkujeme opatrné a plynule 10 pl vzorku. Po naplnéni vSech jamek vyjmeme
pipetovaci nastavec. Do eletroforetické vany nalijeme nafedény elektrodovy puftr po ptislusnou
rysku. Nasledné nasadime na elektroforetickou vanu viko tak, aby souhlasila barevna ptisluSnost

elektrod a vse bylo ditkkladné propojeno. Piipojime zdroj napéti.
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2.1.10 Vlastni elektroforéza

Na zdroji napéti nastavime ptisluSné parametry elektroforézy. Hodnotu napéti nastavime
na 110 V a ¢as na 135 minut. Dobu elektroforézy dle potieby prodlouzit. Jakmile bromfenolova
modi opusti gely, stopujeme jesté dalSich 20 minut a poté elektroforézu ukonc¢ime. Béhem
elektroforézy je udrzovano konstantni napéti, a proto proud nestavujeme. Zdroj si ho vypocita
sam na zakladé Ohmova zdkona. Hodnota proudu zalezi na poctech umisténych geli v
elektroforetické vané. Pro dva gely je na zacatku primérné 21 mA a na konci elektroforézy
klesne na primérnou hodnotu 8 mA. V pribéhu elektroforézy si pfipravime Petriho misky, které
dikladné vycistime buni¢inou namocenou v ethanolu. Misky nésledné popiSeme pro

ptehlednéjsi praci s gely.
2.1.11 Postup pred inkubaci gelu a vlastni inkubace

Po spusténi elektroforézy si pripravime dle navodu 2,5 % Triton X-100, ktery dikladné
rozpustime v ultrazvukové vané a nasledné zchladime studenou vodou na teplotu 22 °C. Po
ukonceni elektroforézy sejmeme z elektroforetické vany viko a slijeme elektrodovy pufr do
odpadu. Poté vyjmeme skla z nastavcli. Pro ziskani geli skla pomoci plastového otviraku
opatrné odd€lime od sebe a pomoci plastového otvirdku odfizneme jamky, které odstranime.
Opatrné sloupneme jednotlivé gely ze skla do podepsanych Petriho misek. Kazdy gel zalijeme
zhruba 60 ml Tritonu X-100. Poté misky nechdme 1 hodinu stat. Nasledné slijeme Triton X-100
do odpadu. Pii slivani se snaZzime na gely nesahat. Nakonec na kazdy gel nalijjeme 100 ml
inkubacniho pufru a nechame gely v termostatu inkubovat minimaln¢ 48 hodin a maximaln¢ 60

hodin pfi teploté 37 °C.

2.1.11.1 Barveni a odbarvovani geli

Tésn¢ pred ukonCenim inkubace si pfipravime odbarvovaci a barvici roztok podle
navodu. Z gell slijeme inkuba¢ni pufr do odpadu a poté na kazdy gel nalijeme 80 ml
odbarvovaciho roztoku. Nastithame celofanové folie na obdélniky o trochu vétsi, nez je velikost
gelu a na celofanové obdélniky nalijeme 10 ml glycerolu a dobfe promichame. Takto pfipravené
celofanové folie nechame inkubovat 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 30 minut
slijeme odbarvovaci roztok do specidlniho odpadu a nasledné na vSechny gely nalijeme 60 ml
barviciho roztoku a nechame tfepat 1 hodinu. Po tfepani barvici roztok slijeme do specialniho

odpadu a kazdy gel v Petriho misce ditkladn€ promichdme s malym mnozZstvim odbarvovaciho
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roztoku. Ten nasledné slijeme do specidlniho odpadu a na jednotlivé gely nalijeme 60 ml ¢istého
odbarvovaciho roztoku smichaného s 10 ml glycerolu a nechame gely 5 minut. Gely opatrné
pfesuneme mezi piipravené celofanové folie. Gely osusime pomoci papirovych utérek a

nechdme uschnout na ¢istych papirovych utérkach a gely popiSeme.
2.1.12 Skenovani geli

provadime co nejdiive po jejich obarveni. Mizeme vSak skenovat i tyden po obarveni.
Nejdiive odstranime bilou desku ze skeneru a poté ho zapneme. V pfislusném programu pro
skener si nastavime nékolik parametra. Jako nejvhodnéjsi se jevi nasledujici parametry. Zvolime
si Home mode, protoze tato varianta nabizi vice moznosti pro skenovani. Dale zvolime Positive
film. Nasledn¢ v nabidce zaskrtneme moznosti 400 dpi, Color Restoration, Digital ICE a
Backlight Correction. Poté klikneme na tlacitko Preview, kdy provedeme nahled gelu.
Nastavime gel na spravnou orientaci a odstranime piebytecné pozadi (ofiznutim). Pokud gel
v ndhledu vypada v poradku, klikneme na tlacitko Scan. Poté naskenovany gel exportujeme do
nami zvolené slozky a ulozime. MuzZe se stat, ze jsou gely svétlejsi, a to nejcastéji, kdyz je
skenujeme déle po obarveni. V tomto piipad¢€ je potieba na tuto skute¢nost reagovat ipravou
predeslych parametrii a rizné¢ je zkombinovat. Nejcastéji jsme skenovali bez Backlight
Correction a Color Restoration. Je také moznost ménit kontrast a jas. Vzdy se snazime, aby

prouzky na gelu byly co nejzativéjsi a nejostiejsi, aby bylo mozné gel vyhodnotit.
2.1.13 Foceni geli

Gely byly vlozeny na sklenénou desku pod kterou se nachdzel zdroj svétla, bylo
vyzkouseno bilé, modré, Cervené a bilé bodové svétlo. Jako nejvhodnéjsi bylo vybrano modré a
bilé bodové svétlo. Nad deskou se nachdzel statim s fotoaparatem, ktery fotil gely. U svétla

s body jsme pouzili jako clonu bily papir.
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3 DISKUZE, VYSLEDKY

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit a optimalizovat postup pro metodu
kolagenové zymografie pro pacienty. VEtSina ¢lankt a diplomovych praci se zabyva zelatinovou
zymografii pro MMP-2 a MMP-9. Je velky problém najit uceleny postup kolagenové
zymografie, ndm se podafilo najit dva ¢lanky (80, 82), které mély z Casti postup napsany, ale 1
pfesto tam nékteré zdsadni véci chybély napt. kolik je potfeba inkubacniho roztoku nebo zda je
potieba tiepat gel s barvicim roztokem. Z divodu nedostate¢ného mnozstvi informaci jsme
vyuzili zkuSenosti se zelatinovou zymografii z predchozi diplomové prace (81). Postupy jsme

kombinovali, jak z diplomovych praci tak z vyse uvedenych védeckych ¢lankd.

V dostupné literatue se nam nepodaftilo najit zdznam gelu na kterém by byly zobrazeny
kolagendzy pochazejici z lidského séra nebo plazmy. Nami nalezené referencni hodnoty
kolagenaz byly namétené v lidské sérum nebo plazmé imunochemickou metodou, ale hodnoty

zmé&fené kolagenovou zymografii se ndm nepodafilo nalézt.

V roce 1998 je poprvé Goglym a et al. (82) publikovana metoda kolagenové zymografie
pro stanoveni aktivity MMP-1 a v roce 2017 na tuto praci navazuje prace, ktera jiz umoznuje
stanoveni aktivity nejen u MMP-1, ale i u MMP-8 a MMP-13 (80). Ob¢ tyto publikace se

zaobiraji stanovenim kolagenaz v bunéénych kulturach.

Dle publikace z roku 2017 (80) byly pro vypracovani metody kolagenové zymografie
pouzity tfi typu kolagenu. Prvnim typem byl kolagen typu I vyextrahovany z chrupavky
z krysiho ocasu, druhy byl komeréné koupeny kolagen typu I od firmy Sigma-Aldrich a posledni
byl také koupeny kolagen od stejné firmy, ale byl vyrobeny z kufeci chrupavky. U kolagenu
typu II nebyla detekovana Zadnd kolagenazovéa aktivita. Z publikace vyplyva, Ze kolagen
vyextrahovany a ne komercné dostupny vykazoval vyssi citlivost ke kolagendzdm nez komeréné
dostupny kolagen. Ale i pfesto je mozné u komeréné vyrobeného kolagenu od firmy Sigma-

Aldrich kolagenazovou aktivitu detekovat.

Navzdory nizkym hodnotam kolagenaz v lidském séru nebo plazmé jsme se rozhodli pro
optimalizaci postupu kolagenové zymografie. Divody pro uskuteCnéni této prace byly, ze

hodnoty pacienti budou mnohem vyssi nez u zdravych jedinct a tim i 1épe detekovatelné.
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3.1 Délici gel

U dolniho déliciho gelu byl postup uvedeny v publikaci (82), jediné co jsme museli
udélat, tak bylo ptfepocitat objemy jednotlivych chemikalii, tak aby byl celkovy objem cca. 8
ml. Gel dobfe tuhne, ma péknou konzistenci, je bez bublinek a mé hladky povrch. U tohoto gelu
je dobré pii odsavani piebytecnych bublinek vyvévou klepat na zkumavku dievénou tuzkou, ¢as

klepani je cca. 5 minut.
3.2 Zaostrovaci gel

Problém nastal u zaostfovaciho gelu, mnozstvi chemikalii v prvnim kroku bylo stejné
jak v diplomové préci tak i v odbornych ¢lancich. V ¢em se postupy lisily bylo mnozstvim
chemikalii v druhém kroku. Na horni gel jsme vyzkouseli dvé rizné varianty. 1. varianta byla

dle publikaci (80,82) a druha dle diplomové prace (81). Varianty viz. tabulka ¢.5.

VARIANTA ¢. 1
¢ Gel netuhl rychle, byla potieba dlouhd doba nez gel ztuhnul.

e Jamky nebyly ostré a hranatg, ale spiSe oblé a deformované.

VARINTAE. 2
e Gel tuhl rychle, z tohoto diivodu je potfeba pracovat rychle, aby nam gel neztuhnul
jiz ve zkumavce a hlavné hned po naliti gelu je potfeba zasunout do gelu hiebinek.
Htebinek odendavame tehdy, kdyz vidime, ze ¢ast gelu ve zkumavce jiz ztuhla.
e KdyZ vyndame hiebinek vc¢as jsou jamky obdélnikového tvaru a ostrych kontur.

Pokud se ale stane, Ze nevytdhneme hiebinek v¢as jsou jamky deformované.

Pokud bychom srovnavali ptfipravu gelu pro Zelatinazy a kolagenazy, tak u kolagenaz je

potieba mensi mnozstvi 10% APS a vétsi mnozstvi TEMEDU.
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Tabulka 5 — Postupy piipravy zaostfovacich gelt

Horni gel Chemikalie: Varianta ¢.1 [ul] | Varianta ¢.2 [ul]

1. Polyakrylamid 625 625
Prvni krok 2. Destilovana voda 2800 2800
3. 0,125 M Tris-HCI 1250 1250

4. 10% SDS 50 50

1. 10% APS 250 50

Druhy krok
2. TEMED 3,75 10

3.3 Inkubaéni roztok

Prvni véci, kterou musime udélat predtim nez zacneme délat inkubaéni roztok je poradné

si vyplachnout lahev destilovanou vodou, pfipadné lahev vymyt malym mnozstvim methanolu.

Vyzkouseli jsme si piipravu dvou inkubacnich roztokt (viz. Tabulka ¢.6)

Tabulka 6 — Postupy na piipravu inkubacnich roztokt

Chemikalie Mnozstvi [g]
Inkubacni roztok ¢.1 | Inkubaéni roztok ¢.2 | Inkubacni roztok ¢.1 | Inkubaéni roztok ¢.2
TRIS 50 mM TRIS 50 mM 3,028 3,028
CaCl2 10 mM CaCl> 10 mM 0,560 0,560
NaCl 50 mM NaCl 50 mM 1,400 1,400
0,05% BRIJ 0,005% BRI1J 0,250 0,025
Destilovana voda Destilovana voda 500 ml 500 ml

Z téchto dvou variant pfipravy inkubacnich gel jsme si vybrali postup ¢€.1. Z ditvodu

toho, Ze pokud mame mensi koncetraci BRIJE neni roztok tak stabilni a nevydrzi v lednici po

dobu 1 mésice. Roztok vydrzel po dobu pouze nékolika dnti.
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3.4 Postup barveni a odbarvovani gelu

Tabulka 7 — Postupy, pfipravy barviciho a odbarvovaciho roztoku z publikace (80)

Odbarvovaci roztok Barvici roztok
Chemikalie Mnozstvi Chemikalie Mnozstvi
Methanol 240 ml Methanol 100 ml
Kyselina octova 60 ml Kyselina octova 25 ml
Destilovand voda 300 ml Destilovana voda 125 ml
Comasie Briliant Blue 0,75 ¢

Postup:

1) Ke gelu ptidame 80 ml Tritonu X-100 a nechame pisobit 15 minut. Stejny postup
zopakujeme jesté jednou. Odlijeme Triton X-100 a oplachneme gel destilovanou
vodou.

2) Ke gelu pfiddme 80 ml odbarvovaciho roztoku a nechdme 30 minut pusobit.
Odlijeme odbarvovaci roztok a gel oplachneme destilovanou vodou.

3) Ke gelu ptidame 60 ml barviciho roztoku a nechame 1 hodinu tfepat. Nasledné
odlijeme barvici roztok.

4) Ke gelu pfidame 60 ml odbarvovaciho roztoku a nechdme 5 minut plsobit.

Vysledek:

Gel mél o néco mensi velikost nez na zac¢atku. Barva gelu byla o néco tmavsi, ale ne
tak tmava jako u Zelatindz. V gelu se nachazely fragmenty kolagenu, které jsme
nasledné zkouseli odstranit viz nize. U Zelatindz po tomto postupu byl gel o néco

mensi a velmi tmavé modré barvy.
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Tabulka 8 — Optimalizovany postup odbarvovani

Odbarvovaci roztok 1 (na dva gely)

Odbarvovaci roztok 2 (na dva gely)

Chemikalie Mnozstvi Chemikalie Mnozstvi
Methanol 105 ml Methanol 90 ml
Kyselina octova 30 ml Kyselina octova 33 ml
Destilovand voda 165 ml Destilovana voda 177 ml
Tabulka 9 — Optimalizovany postup barveni
Barvici roztok 1 Barvici roztok 2
Chemikalie MnozZstvi Chemikalie Mnozstvi
Methanol 50 ml Methanol 45 ml
Kyselina octova 2 ml Kyselina octova 2 ml
Destilovand voda 68 ml Destilovana voda 73 ml
Comasie Briliant Blue 0,8¢g Comasie Briliant Blue 0,625 g

S ohledem na nedostatecné vysledky po aplikaci barviciho a odbarvovaciho roztoku na
gel viz. tabulka ¢.7 jsme se rozhodli optimalizovat sloZzeni téchto roztoku. Pti pokusech o
optimalizaci sloZeni odbarvovaciho a barviciho gelu jsme zjistili, Ze byl lepsi barvici roztok
s v&tSim mnozstvim barviva. Publikace z roku 2017 (80) dale podporuje toto tvrzeni, nebot

prokazuje nizkou miru absorpce barviva u daného gelu. Odbarvovaci roztok byl lepsi ¢.1, kde

nedochazelo ke smritovani gelu.
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3.5 Zbaveni se nerozpustného kolagenu

Zkusily jsme Ctyfi postupy:
1) Inkubace kolagenu pii 37°C po dobu 10 minut.
2) Inkubace kolagenu pii 37°C po dobu 20 minut.
3) Inkubace kolagenu pii 40°C po dobu 5 minut.
4) Bez inkubace

Vzhled geli:
1) Na gelu bylo vidét, mensi mnoZstvi fragmentl kolagenu. Gel byl pevny, tuhy a
velikost byla stejna (viz. obrazek ¢€.9).
2) Na gelu byly vidét drobné fragmenty kolagenu. Gel byl zcela prihledny, pevny
a velikost byla stejna.
3) Nebyly zde vidét zadné fragmenty kolagenu, gel byl prithledny, mélo pevny a trhal
se (viz. obrazek ¢.11).

4) Na gelu byly vidét fragmenty kolagenu (viz. obrazek ¢.10).

Obriazek 9 — Obrazek gelu, kde byl kolagen inkubovan pfi teploté 37°C po dobu 10 minut
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Obrazek 10 — Obrazek gelu, kde nebyl inkubovan kolagen

Obrazek 11 — Obrazek gelu, kde byl kolagen inkubovan pii1 40°C po dobu 5 minut

Vysledek:

Za nejlepsi postup povazujeme nechat kolagen inkubovat pii teploté 37°C po dobu 20
minut. Tento postup jsme praktikovali i nadéale pfi vSech dal§ich pokusech, gely potom uz
obsahovaly jen minimum vétSich fragmentti kolagenu. Nadale vSak na gelech zistavaly mensi
fragmenty ¢i drobné shluky barviva a to i po dikladném tfepani barviciho roztoku pfi jeho

ptipravé. Zdokumentovano to je na kterémkoliv z nasledujicich gelti (obrazky 13-17).
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3.6 Pouziti Tritonu X-100

Byly vyzkouseny rtzné varianty pro praci s Tritonem X-100. V odmérném valci bylo

odméteno stanovené mnozstvi Tritonu X-100, ke kterému byla pfidana destilovana voda. Banku

s Tritonem X-100 a destilovanou vodou jsme vlozili do ultrazvuku, z divodu, ze Triton X-100

neni snadno rozpustny v destilované vod¢. Po dokonceni elektroforézy jsme gel ze sklicek

presunuli do Petriho misky. Do misky jsme nalili 60 ml Tritonu X-100. Pro nasledny postup

s Tritonem X-100 byly vyuzity nésledné varianty:

1))

2)

3)

4)

Gel jsme nechali 15 minut v Tritonu X-100, poté jsme z misky vylili Triton X-100 a
gel oplachli destilovanou vodou. Tento postup byl opakovan dvakrat po sobé.

e Pfi tomto postupu na gelu nebyly vidét zadné kolagenazy.

Gel jsme nechali 15 minut tiepat na tfepacce v roztoku Tritonu X-100, poté jsme
z misky vylili Triton X-100 a gel opléachli destilovanou vodou. Tento postup byl
opakovan dvakrat po sobé.

e Pfi tomto postupu na gelu nebyly vidét Zadné kolagenazy.

Gel jsme nechali jednu hodinu v Tritonu X-100 bez jakéhokoliv tiepani. Po hodiné
byl odlit Triton X-100 z misky.

e Lepsi viditelnost kolagendz, ale zase jsou vidét na gelu fragmenty.

Gel jsme nechali jednu hodinu v Tritonu X-100 bez jakéhokoliv tfepani. Rozdil
oproti tfeti varianté byl v tom, ze Triton X-100 byl ochlazen na teplotu 22°C. Po
hodiné byl odlit Triton X-100 z misky.

e Lepsi viditelnost kolagendz a na gelu nejsou vidét fragmenty. Tento postup

hodnotime jako optimalni.
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3.7

elektroforéze nebylo vidét putovani vzorku, z tohoto diivodu jsme pouZili variantu ¢.3, ve které
bylo vEét§i mnozstvi bromfenolové modii a vzorek byl tak vidét v jaké ¢asti se na gelu nachazi.
Bylo vyzkous$eno fedéni vzorku se vzorkovym pufrem v poméru 1:16, které je dle predchozi DP
optimalni pro Zelatinazy (81). U stanoveni kolagendz na gelu nebylo nic vidét z diivodu, Ze

Zelatindzy jsou zastoupeny v séru ve vétsi koncentraci neZ kolagenazy, viz. tabulka ¢.10. Proto

Vzorkovy pufr a vzorek

Vyzkouseli jsme tfi moznosti ptipravy vzorkového pufru:
1) Varianta z publikace z roku 1998 (82)
e Vzorkovy pufr se skladal z:
o 1M Tris-HCl o pH 6,8
o 50% glycerol
o 0,4% bromfenolova modf
2) Varianta z novéjsi publikace z roku 2017 (80)
e Vzorkovy pufr se skladal z:
o 0,625 M Tris-HCl o pH 6,8
o 20% glycerolu
o 4% SDS
o 0,004% bromfelové modii
3) Dle DP Katetiny Baudysové (81)

e Vzorkovy pufr se skladal z:

o 0,5M Tris-HCl 1 ml

o Glycerol 0,8 ml
o 10% SDS 3,2ml
o Destilovana voda 2,8 ml

o 2% bromfenolova modi 0,2 ml

V prvnich dvou variantdch bylo velmi malé mnoZstvi bromfenolové modfi. Pii

jsme tedili vzorek se vzorkovym pufrem v poméru 1:1 nebo 1:2.
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Tabulka 10 — Hodnoty MMP-8 a MMP-9 v séru a plazmé (83)

Sérum (ng/1) Plazma (ng/l)
MMP-8 (kolagenaza) 5,2-39 1,5-3.,5
MMP-9 (zelatinaza) 275 - 1049 38-107

3.8 ZkuSebni postup kolagenové zymografie 1

Pro zdokumentovani jakym zplsobem se vyvoj metody ubiral, uvadime nyni dva
priklady pracovnich postupii a k nim i pfislusné gely. Postupy byly vybrany tak, ze prvni
uvedeny je zaroveil jednim z prvnich testovanych postupi a druhy je zaroven poslednim
testovanym pokusem.

U prvniho postupu jsme testovali fadu zakladnich parametrd, napt. fedéni vzorkd,
potiebnou dobu elektroforézy, rizné zptisoby barveni a odbarvovani gelt.

Napipetovali do jamek na gely vzorky pacienta s kardiovaskuldrnim onemocnénim a
vzorky dobrovolného darce (DD). Tyto vzorky byly nejprve smichany se vzorkovym pufrem
v poméru 1:1 a 1:2 a poté byla polovina vzorkl inkubovana pti 25°C po dobu 2 hodin. Poté byly
napipetovany na gely v potradi viz. tabulka ¢.11.

Tabulka 11 — Umisténi, poméry a inkubace pipetovanych vzorki kardiaka a dobrovolného
dérce na gelu

Pozice Pomér Vzorek
(vzorek : vzorkovy pufr)

1. 1:1 DD - neinkubovéno
2. 1:1 DD - inkubovano
3. 1:1 DD - inkubovano
4. 1:2 DD — neinkubovéno
5. 1:2 DD - inkubovano
6. 1:1 Pacient — neinkubovano
7. 1:1 Pacient - inkubovano
8. 1:1 Pacient - inkubovano
9. 1:2 Pacient — neinkubovano
10. 1:2 — inkubovéno
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Provedli jsme elektroforézu u dvou gelti, podminky elektroforézy:
e 110V
e Doba trvani 135 minut

e Pied i po elektroforéze mél elektroforeticky puftr laboratorni teplotu (22 °C)

DalSim krokem je zaliti gelu Tritonem X-100. Do Petriho misek vlozime gel, ktery
zalijeme 60 ml Tritonu X-100, jehoz teplota je mezi 25-26 °C, a nechame 1 hodinu stat bez
jakéhokoliv pohybu. Po hodiné vylijeme z Petriho misky vSechen Triton X-100 a promyjeme
gel destilovanou vodou, které poté vylijeme do odpadu. Do Petriho misky ptiddme 100 ml
inkubaéniho pufru a misku dame do termostatu na dobu 60 hodin. Teplota termostatu je
nastavena na 38 °C. Po vyndani z termostatu nasleduje: odbarveni, barveni a odbarvovavani,

viz. tabulka ¢&. 12.

Tabulka 12 — Postup odbarvovani, barveni a odbarvovani gela

Gel 1 Gel 2
Odbarvovani Doba: 30 minut Doba: 30 minut
Mnozstvi: 80 ml odbarvovaciho Mnozstvi: 80 ml odbarvovaciho
roztoku roztoku
Barveni Doba: 60 minut Doba: 60 minut
Po celou dobu tfepano na tiepacce Po celou dobu bez tfepani
Mnozstvi: 60 ml Mnozstvi: 60 ml
Odbarvovani Doba: 5 minut Doba: 5 minut
Nechame stat po celou dobu pomalé krouzivé
Mnozstvi: 60 ml odbarvovaciho pohyby
roztoku + 10 ml glycerolu Mnozstvi: 60 ml odbarvovaciho
roztoku + 10 ml glycerolu
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3.9 ZkuSebni postup kolagenové zymografie 2

Do prvniho a druhého déliciho gelu jsme dali o 30 % vice kolagenu nez do tfetiho gelu,
ktery obsahoval kolagenu standardni mnozstvi pouzivané v ostatnich gelech v celé praci (viz.
tabulka 3). Testovali jsme i vliv vyznamného prodlouzeni doby elektroforézy, riizné zpisoby
barveni a odbarveni gell. Elektrodovy pufr byl pfed elektroforézou ochlazen na 11°C.

Pted elektroforézou jsme napipetovali do jamek na gely vzorky kardiaka a vzorky DD.
Tyto vzorky byly nejprve smichany se vzorkovym pufrem v poméru 1:2 a poté byla polovina
vzorki inkubovana pti 25°C po dobu 2 hodin. Poté byly napipetovany na gely v potadi viz.
tabulka ¢.13.

Tabulka 13 — Umisténi, poméry a inkubace pipetovanych vzorkl kardiaka a dobrovolného
dérce na gelu

Pozice Mnozstvi (ul) Pom¢ér Vzorek
(vzorek : vzorkovy pufr)
1. 10 1:2 DD - inkubovano
2. 10 1:2 Pacient — inkubovéno
3. 15 1:2 DD — inkubovano
4. 15 1:2 Pacient — inkubovéno
5. 10 1:2 DD — inkubovano
6. 15 1:2 Pacient — inkubovéno
7. 10 1:2 Pacient - inkubovéano
8. 10 1:2 DD - inkubovano
9. 10 Albumin (70 g/1)
10. 10 Albumin (70 g/1)
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Provedli jsme elektroforézu u tii geltl, podminky elektroforézy:

e la2gel
o 110V

o 305 minut

o Teplota 11°C

o 3gel
o 110V

o 175 minut

o Teplota nejdiive 6°C na konci kolem 11°C

Dal$im krokem je zaliti gelu Tritonem X-100. Do Petriho misek vlozime gel, ktery

zalijeme 60 ml Tritonu X-100, tento roztok jsme ochlazovali na teplotu 22 °C, a nechame

1 hodinu stat bez jakéhokoliv pohybu. Po hodin€¢ vylijeme z Petriho misky vSechen Triton

X-100 a promyjeme gel destilovanou vodou, které poté vylijeme do odpadu. Do Petriho misky

pifidame 100 ml inkuba¢niho pufru a misku dame do termostatu na cca. 60 hodin. Teplota

termostatu je nastavena na 38 °C. Po vyndani z termostatu nasleduje: odbarveni, barveni a

odbarvovavani, viz. tabulka ¢. 14.

Tabulka 14 — Postup odbarvovani, barveni a odbarvovani gell

Gely 1,2 Gel 3
Odbarvovani Doba: 30 minut Doba: 30 minut
Mnozstvi: 80 ml odbarvovaciho Mnozstvi: 80 ml odbarvovaciho
roztoku roztoku
Barveni Doba: 60 minut Doba: 60 minut
bez tfepani 35 minut mirného tfepani
MnozZstvi: 60 ml a 25 minut bez tiepani
Mnozstvi: 60 ml
Odbarvovani Doba: 5 minut Doba: 5 minut
S krouzivym pohybem Nechame stat
Mnozstvi: 60 ml odbarvovaciho Mnozstvi: 60 ml odbarvovaciho
roztoku + 10 ml glycerolu roztoku + 10 ml glycerolu
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3.10 Dokumentace pomoci geli

obrazku ¢.12 je vidét, ze v tomto pfipadé vzorek migroval vétSi vzdalenost ve srovnani s
ostatnimi analyzovanymi gely. Na tomto konkrétnim gelu probihala elektroforéza po dobu 305
minut za pouziti chlazeného elektrodového pufru. Z toho vyplyva, ze zvySenim doby trvéani
elektroforézy zvySime vyznamné vzdalenost doputovani vzorku. Pouziti chlazeného
elektrodového pufru béhem elektroforézy vedlo k zietelnéjsi vizualizaci bandd ve srovnani s
gely, u kterych chlazeni nebylo aplikovano. Zaroven je mozné pozorovat projasnéni témet ve
vSech jamkéch nedaleko startu nad modrym bandem, ktery je na tomto gelu nejdale ze vSech
prezentovanych geld. Tento band odpovida dle naseho nazoru obarveni ¢astecné nastépencho
kolagenu. Pfi nizké aktivité kolagendzy a zaroven dostate¢né¢ vysoké koncentraci kolagenu
v gelu, mize dojit pouze k ¢astenému nastépeni a protoze zbyly kolagen v takovém misté dal
zustava, obarvi se. Podobné jako napt. albumin. V tomto misté byla po inkubaci vzdy jasné
viditelnd enzymatickéd aktivita, kterd se objevovala az 12 hodin po zacatku inkubace a to
v podobé¢ bilého pruhu na gelu. Podobny pruh byl viditelny na gelech s zelatindzami (81). Tam

vSak prob¢hlo uplné nastépeni zelatiny a vysledkem byly jasné zétici bandy.

Na vysttizku gelu viz. obrazek ¢.13 byl u tfeti jamky zprava vidét ndznak ,,projasnéni*
a to jednak pfi barveni a 1 pfi nafoceni, je vidét ndznak zbéleni nad modrymi bandy. Tento gel

byl ziskan pokusem 1. Stejné€ jako obrazky €. 14 a 15.

Na obrazku ¢.14 a ¢.15 je vidét jeden gel vyfoceny pod modrym svétlem a bilym
bodovym svétlem. Na tomto gelu jsou zfetelné vizualizovany spodni modré bandy. V jamkach
1,2, 3, 6,7 a8 byly vzorky aplikovany v poméru 1:2 (vzorek : pufr), pficemz v téchto pozicich
je pozorovana vys$i intenzita proteinovych bandd ve srovnani s jamkami 4 a 5. V jamkéach 4 a

cwwr

byl v nasledujicich experimentech pouzivan pomér vzorku k pufru 1:2.
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Na obrazku ¢.16 a ¢.17 je vidét stejny gel pod modrym a bodovym bilym svétlem, ktery
byl pfipraven v souladu s postupem kolagenové zymografie €. 2. Jen je doba elektroforézy kratsi.
Na tomto gelu je v jamkéch 9 a 10 detekovan albumin, ktery slouzi jako referencni marker pro
identifikaci metaloproteindz. Téméf neznatelné projasnéni mezi proteinovymi bandy na startu
témer ve stejné urovni jako je band albuminu, je predbézné identifikovano jako MMP-8, zatimco
mirné svitici bandy pod albuminem indikuji pfitomnost MMP-1 nebo MMP-13. K nésledné
presnéjsi identifikaci se pfistupuje na zakladé stanoveni relativni molekulové hmotnosti. Tento

krok je limitovan vysokou podobnosti molekulovych hmotnosti kolagenaz, coz komplikuje

jejich jednozna¢nou identifikaci.

Na gelu jsou dale vizualizovany modie zbarvené bandy v dolni ¢asti, které indikuji
pritomnost nedostate¢né stépen¢ho kolagenu. Na pfitomnost kolagendz v oblasti projasnéni a
modrého bandu usuzujeme podle pozice albuminu na gelu, ktery ma vyssi molekulovou
hmotnost. Zelatinazy, které by dokazaly kolagen také do uréité miry nastépit, ikdyz to neni jejich
preferencni substrat, maji molekulovou hmotnost vyssi nez albumin. Vyjimkou je jen MMP-8§,

ktera byla téméf neznatelna.
Na obrazku ¢islo 18. je prezentovan zymogram pievzaty z publikace (84). Vizualizace

tohoto zymogramu demonstruje omezenou migraci vzorku na gelu, coZ bylo pozorovano i

v naSich experimentech.
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Obrazek 12 — 3. Gel pod bodovym bilym svétlem z pokusu kolagenové zymografie ¢.2

B B AR S R N

Obrazek 13 — Vystiizek gelu pod bodovym bilym svétlem z pokusu kolagenové zymografie
¢. 1, v pozici tfi bylo béhem barveni a i po nafoceni gelu viditelné ,,projasnéni nedaleko od
startu, nad Sirokym modrym bandem.
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Obrazek 14 — Gel pod bodovym bilym svétlem z pokusu kolagenové zymografie ¢.1

B RS BT

Obrazek 15 — Gel pod modrym svétlem z pokusu kolagenové zymografie ¢.1
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Obrazek 16 —

Gel pod modrym svétlem, z pokusu kolagenové zymografie ¢.2

Vysvétlivky pro obrazek ¢. 16.

1 — Modry band — nedostate¢né nastipany kolagen
2 — pravdépodobné¢ MMP-8

3 — Albumin

4 — pravdépodobné¢ MMP-1 nebo MMP-13

1. —10. — pozice jamek na gelu
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Obrazek 17 — Gel pod bodovym bilym svétlem se clonou, z pokusu kolagenové zymografie
¢.2

Tabulka 15 — Molekulové hmotnosti jednotlivych kolagenaz (80)

Molekulova hmotnost kDa Prislusna kolagenaza
60 MMP-1

57 MMP-8

59 MMP-13

12 345 6789 1

Obrazek 18 — Kolagenazovy zymogram pievzato z:
(84)
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo aplikovat metodu kolagenové zymografie v laboratorni
praxi a prokazat pfitomnost matrixovych metaloproteinaz (MMP-1, MMP-8. MMP-13)
schopnych degradovat kolagen. Navzdory absenci detailniho a ucelené¢ho protokolu pro
kolagenovou zymografii v dostupné literatufe, jsme se pokusili sestavit funkéni postup na
zaklad¢ informaci z védeckych ¢lankti a predeslé diplomové prace, kterd se zabyvala

zelatinovou zymografii.

Kli¢ovym vysledkem nasi prace bylo kvalitativni potvrzeni pfitomnosti kolagendz v
analyzovanych vzorcich, coz dokazuje, Ze tyto enzymy jsou schopné stépit kolagenovy gel
pfipraveny v naSich experimentalnich podminkéch. Na obrdzku ¢€.16, je detekovan albumin jako
marker pro identifikaci MMP-8 (nad albuminem) a MMP-1/13 (pod albuminem), pfi¢emz
presna identifikace je komplikovana podobnou molekulovou hmotnosti kolagenaz a gel dale

vykazuje svitici body a modré bandy indikujici nenastépeny kolagen.

Béhem realizace experimentii jsme narazili na nékolik ptekazek. Jednou z hlavnich
piekazek byla omezena dostupnost vhodného typu kolagenu. Pro budouci vyzkum by bylo dobré
vyzkouset kolagen jiného typu. Nejlepsi moznosti by byla extrakce kolagenu z mySich ocask,

coz by zajistilo konzistentnéjsi a potencialné nakladové efektivnéjsi zdroj materialu.

DalSim faktorem ovliviiujicim kvalitu vysledkli byla absence chladiciho zatfizeni pro
elektrodovy pufr béhem elektroforézy. Nase pozorovani naznacuji, Ze udrzovani nizké teploty
(konkrétn¢ 11 °C) vedlo k lepsi vizualizaci enzymatickych bandl na gelu, coz zdlraziuje

vyznam optimalizace podminek elektroforézy pro dosazeni spolehlivéjsich vysledki.

Pro dalsi rozvoj a zptfesnéni metody kolagenové zymografie doporucujeme zvazit
neékolik smért vyzkumu. Jednou z moznosti je pfechod k analyze pouze tkanovych vzorki
namisto séra ¢i plazmy, coz by mohlo poskytnout relevantnéjsi informace o lokalni proteolytické
aktivité. Alternativné by mohlo byt pfinosné pokusit se o zakoncentrovani analyzovanych
vzorkll s cilem dosahnout vysSich koncentraci kolagendz. K tomuto by bylo mozné vyuzit

metodu mikroextrakce z vodné faze. Jednd se o moderni a relativné jednoduchou techniku
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mikroextrakce, kterd se stava stale popularnéjsi v oblasti ptipravy vzorkl pro riizné analytické

metody.

Nase prace predstavuje prvni krok k zavedeni kolagenové zymografie v naSich
laboratornich podminkach. Do budoucna by tato metodologie mohla slouzit jako orienta¢ni
nastroj pro detekci zmén v koncentraci kolagenaz, nebot’ u pacientii se predpokladaji vyssi
hladiny téchto enzymi v porovnani se zdravymi jedinci. Vysledky by v tomto pfipad¢ byly
hodnoceny kvalitativné, jako zvySend ¢i snizend ptitomnost kolagenaz. Dale by bylo mozné
pokusit se provést semikvantitativni analyzu intenzity modrych bandl, coz by potencidlné

umoznilo dals$i uroven hodnoceni.
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ze dne 11. S. 2012 (15.00 h)

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

Omluveni: Mer. Jana Skvriiakova, Ph.D., MUDr. Petr Formének, MUDr. Zuzana Kala Grofova,
Anna Némcova

Schiizi zah4jil a ¥idil MUDr. Josef Héjek, CSc.

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

398/11.5.2012
= MUDr. Petr Vojtisek, CSc., priméf kardiologického odd. Interni kliniky PKN, a.s., poZ4dal o schvaleni
studie zaméfené na sledovani zanétlivé reakce, novych markeri oxidatniho stresu a dalgich biochemickych
parametrd u pacientii s ischemickou chorobou srdeéni. Tato studie neméa komeréni charakter a uskutedni se v
ramei spoluprice Pardubické krajské nemocnice, a.s. s Univerzitou Pardubice na Kardiologickém odd&leni.
ZateZ pacienta vyplyvajici ze zatazeni do studie spodiva ve tfech odbérech 19 ml krve a ve vyplnéni
dotazniku, zafazeni do studie nemé vliv na 1é&&bu pacienta. Konkrétni vybér pacientd bude v kompetenci
lékati Kardiologického oddgleni.

Na studii se budou podilet:

Kardiologické odd.. prim. MUDr. P. Vojtisek CSc., MUDr. J. Matg&jka, Ph.D.

Oddgleni klinické biochemie a diagnostiky: prim. PharmDr. J. Skalicky, Ph.D., Mgr. J. Kovaftik,

Univerzita Pardubice: MUDr. V. Muzédkova, Ph.D. Mgr. P. Zakova, Ph.D., Doc. Mgr. R. Kand’ar, Ph.D.
Clenové EX studii po prostudovani pfedloZenych dokumentii — v souladu s ICH GCP - schvalili.

V Pardubicich 11. kvétna 2012
Zapsala: Ivana Faiklova

Pfedb&Zny termin pfisti schiize etické komise: 6. 6. 2012

Eticka Kk
pri Pardubické krajské
Kyjevska 44

) 682 :
oare ‘e} SR o o T

MUDr. Josef Hajek, CSc, -
predseda Etické komise pfi Pardubické krajské nemocnici, a{

ice
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Priloha / III. ¢ast — Souhlas etické komise

Stanovisko Etické komi Fi ubické krajské nemocnici. a. s.
ze dne 13, 12, 2013 (15.00 h)

Pittomni:  MUDe. Josef Hajek. CSe., MUDr. David Stuchlik. MUDr. Jan Mejzlik. PhD.,
Mgr. Jarosiav Prochizka, JUDr. Josef Rokos, Mgr, Jana Skvridkova, Ph.D.,
MUDr. Marek Sychra. MUDy. Petr Formanck. doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc..
Omluveni: MUDr. Zuzana Kala Grofovi, Anna Némcovi.

Schizi zahdjil a Hdil MUDr, Josef Hajek, CSc. :
Sckretatka EK seznamila ¢leny s korespondenci se SUKL a multicentnckymi etickymi komisemi za obdobi
25.11.2003 - 13.12.2015.

PUTRTNERTTE

. MUDr. Vojtéch Novotny, Iékaf kardiologickeho odd. PKN. as.. pozadal ¢leny EK o souhlas

< proviadénim siudie s nizvem Zanétliva odpovéd po implantaci absorbovatelnych Koronarnich stenta™.
Studic je zamétena na sledovani zanétlive reakee, novych markert oxidatniho stresu a daldich biochemickych
parametri u pacient( s ischemickou chorobou srdedni a uskutednf se v ramei spolupriace Pardubické krajské
nemocnice, a.5., Kardiologického centra Agel, a.s. s Univerzity Pardubice ni Kardiologickém oddéleni

s védomim a pod dohledem prim. MUDy. Petra Vojtitka, CSc. a MUDr. Iva Varvatovského, Ph.I).

Studie nemd komerdni charakter a rozsifuje ji2 probihajict studil. schvilenou Etickou komisi p#i PKN, as. dne
11.5.2012. Ziskana data vyuzije MUDr. Vojtéch Novotny k sepsani disertaéni prace v ramei doktorského
udijniho programu (Ph.D.) na Lékakské fakulid Univerzity Karlovy v Hradei Krtlové, skolitelem je doc.
MUDr. Josef St'asck. Ph.1D.

Na swdii se budou podilet:

Kardiologické eddelent: prim. MUDr. P, Vojtisek, CSc.. MUDz. V. Novolny

Kardiologické centrum Aged. n.s.: MUDr, . Varvafovsky, Ph.D, MUDr. J. Matéjka, Ph,D.. MUDr. V.
Rozsival, CSe., MUDr. ¥V, Novotny.

Oddeleni klinické biochemice a diagnostiky: prim. PharmDr, J, Skalicky, Ph.D>., Mgr. J, Kovatik

Univerzita Pardubice:MUDr. V. Muzikova, Ph.D., Mgr. P. Zikovd. Ph.D., Doc. Mgr. R, Kand'dr, Ph.D.

Byly ptedloZzeny dokumenty; protokol studie, informovany soublas, pacientsky dotaznik, informovany souhlas
s provedenim koronarografie /PCL informace vyrobeu o stentech.

Clenoveé FK studii po prostudovani peedlozentch dokumentt — v souladu s ICH GCP — schvilili,

V Pardubicich 13, 12, 2012
Zapsala: Ivana Faiklova
Predbézny termin pfidti schize etické komise: 24, 1, 2014
‘A\‘ 2 A
PN

""" MUDk. Josef Hajpk. CSc.
predseda Eticke komise piy Pardubické krajské nemocnicr, a. s
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Piiloha / IV. ¢ast — Informovany souhlas pro pacienty
INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE

Vazena pani, vazeny pane,

v soucasné dob¢ probiha na naSem pracovisti ve spolupraci s Univerzitou Pardubice
vyzkumna prace (studie) s ndzvem ,,Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stenti*.

Tato vyzkumna préce je zaméfena na sledovani ukazatelii zadnétu a oxida¢niho stresu v krvi
pacientl po perkutanni korondrni intervenci (PCI) a vyhodnocenti jejich vyznamu v zavislosti
na typu pouzitého stentu.

V soucasné dobé¢ je standardni 1é€bou ischemické choroby srde¢ni tzv. perkutanni koronarni
intervence (PCI), ktera spociva v roztazeni ziizeného mista véncité tepny specialnim
balonkem a jeho nésledné vyztuzeni stentem. Stentl je nékolik typt, nejcastéji jsou
pouzivany stenty kovové, jejichz struktura je potazena 1é¢ivou latkou, ktera se postupné
uvolnuje a brani naslednému opétovnému zuzovani véncité tepny v reakci na cizi material
stentu. Tyto stenty oznacujeme jako tzv. ,,lékové stenty*. Novéji jsou dostupné stenty, které
jako kostru misto kovu vyuZzivaji organickou latku (kyselinu polymlécnou), kterd se v
organismu postupné rozklada, az ptiblizn¢ po dvou letech z organismu zcela zmizi. Vyhodou
tohoto typu stentu je moznost navraceni véncité tepny do stavu blizkého stavu pivodnimu,
tedy se zachovanou schopnosti reagovat na pifirozené podnéty k rozsifeni ¢i zaZeni tepny.
Nevyhodou je pak nemoznost zavést tyto stenty do vSech typi zizeni, tj. nelze je vyuzit ve
vSech situacich. Tyto stenty nazyvame ,,absorbovatelné stenty a jsou rovnéz potazené vyse
uvedenym lé¢ivem zabraiujicimu opétovnému zuZzeni tepny.

V ptedkladané praci budeme srovnavat laboratorni parametry zanétlivé odpovédi na zavedeni
téchto dvou typt stentll. Pfedchozi prace prokazaly, Ze ¢im vySssi je zanétliva reakce po

vykonu na véncité tepné, tim vyssi je riziko pozdéjSich komplikaci ve smyslu opétovného
zuzovani véncité tepny ¢i srdecniho infarktu.

K tcasti v této vyzkumné praci jste byl/a osloven/a vzhledem k tomu, Ze Vas zdravotni stav
vyzaduje oSetieni zizeni véncité tepny stentem a zaroven jde o zuZeni tepny, které je vhodné
k zavedeni obou typt stenti.

V piipadé, Ze se rozhodnete pro ucast v této vyzkumné praci, bude na zakladé ndhodného
vybéru (tzv. randomizace) zvolen k oSetieni ziizeni véncité tepny jeden z vyse uvedenych
typt stentl. Rizika spojend s Gi€asti ve studii se nelisi od béZnych rizik v souvislosti s PCI a
zavedenim stentu. Tato rizika jsou podrobné popsdna v Informovaném souhlase s provedenim
koronarografie/PCI, ktery jste pred vykonem podepsal/a.

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

Vase ucast na této studii je zcela dobrovolna.
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Priloha/V. ¢ast — Informovany souhlas pro pacienty

Jméno:
Poradové ¢islo:

PISEMNE PROHLASENI O SOUHLASU S UCASTI VE STUDII

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

Déle souhlasim s tim, Ze idaje 0 mé osob¢, které byly ziskany béhem studie, budou
pfedavany tfetim osobam pouze v anonymni formé, tzn. bez uvedeni mého jména a
identifika¢nich udaji.

V Pardubicich dne ................ Podpis (Gc¢astnika studie):

Se ziskanymi osobnimi udaji bude nakladano jako s ochraiovanymi skute¢nostmi a tyto
udaje budou vyuzity pouze pro potieby studie a nebudou sdélovany tetim osobam.

V Pardubicich dne ................ Jméno a podpis (fesitele- studie):
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