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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit genetické souvislosti mezi polymorfismem genu pro
CD147/EMMPRIN v restrikénim misté 8259 T/A, pro MMP-9 v rs279 A/G, pro TIMP-2
v 1s8176329 (+853 G/A), pro faktor V Leiden L/N (G/A) a chronickym Zilnim onemocnénim
(CVD — chronic venous disease). Do souboru bylo zatazeno celkem 150 pacientd s CVD a 277
kontrolnich osob. Ke zjisténi genotypu byla provedena polymerdzova tetézova reakce (PCR)
spolecné s restrikéni analyzou (RFLP) a horizontalni elektroforézou.

V polymorfismech CD147/EMMPRIN, MMP-9 a TIMP-2 jsme neprokazali rozdily mezi
pacienty s chronickym Zilnim onemocnénim a kontrolami, ani muZzi ani Zenami. Ani rozdily
mezi muzi a zenami s CVD nebyly signifikantni. Déale jsme neprokazali signifikantni rozdily
v distribuci genotypii ani frekvenci alel ani mezi kontrolnimi muzi a Zenami.

V polymorfismu genu pro faktor V Leiden (FVL) jsme nasli signifikantni rozdil v alelické
frekvenci mezi muzi s CVD a kontrolni skupinou muzt (Pg=0,108, Pa=0,03). Leidenska
mutace byla téméf 3x Castéjsi u pacienti s CVD (OR=2,519; 95% KI 1,05-7,60; senzitivita
0,08, specificita 0,97) Podle ocekavani jsme pozorovali vysoce signifikantni pfitomnost
Leidenské mutace u pacientli s CVD a trombofilii (specificita=0,953).

V ramci studie genotyp-fenotyp pro polymorfismus TIMP-2 rs8176329 G/A jsme prokazali, ze
pacienti s CVD maji 3,55krat ¢astéji pozitivni rodinnou anamnézu Zilniho onemocnéni, pokud
maji genotyp AG. Tento test je vyznamné klinicky specificky se specificitou 0,91.

Dale jsme zjistili, Ze pacienti s CVD maji 3,65krat Castéji nador, pokud maji genotyp AG
v polymorfismu genu pro TIMP-2, oproti pacientlim s jinymi genotypy. Tento test je klinicky
vyznamné specificky se specificitou 0,829.

Prokazali jsme signifikantni rozdil v distribuci genotypti i frekvenci alel mezi pacienty s CVD
s obezitou a bez ni v polymorfismu genu pro CD147/EMMPRIN. Alela T byla téméft 2x Castejsi
u pacientll s CVD a obezitou.

Dale byla aplikovana studie dvojgenotyp/fenotyp a byl zjistén vztah dvojgenotypti CD147 a
MMP-9 k erysipelu u muzi s CVD. Bylo zjisténo, Ze pacienti s CVD a dvojgenotypem TTAA
maji témef 8x méné Casto erysipel oproti pacientiim s jinym dvojgenotypem v téchto dvou
polymorfismech.

Dvojgenotyp TTNN pro polymorfizmy CD147/EMMPRIN a FVL jsme pozorovali 3 x Castéji
u pacientek s obezitou oproti pacientkdm s CVD, u kterych obezita pfitomna nebyla.

Klicova slova

EMMPRIN/CD147, MMP-9, TIMP-2, FVL, Chronické zilni onemocnéni



Abstract

The aim of this study was to investigate the genetic association between the gene polymorphism
of CD147/EMMPRIN 158259 T/A, MMP-9 in rs279 A/G, TIMP-2 v rs8176329 (+853 G/A)
and factor V Leiden N/L (G/A) and chronic venous disease (CVD). A total of 150 Czech
patients with chronic venous disease and 227 controls were enrolled in the study. The patients
were genotyped for the polymorphism in CD147, MMP-9 and FVL using the polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism-based methodology.

In the polymorfisms in CD147, MMP-9 and TIMP-2 no significant differencies in the
distribution of genotypes or in the allele frequency between CVD patients and control patients
were found. No significant differences were observed between male and female and between
CVD patients and control groups.

We found significant difference in the allele frequency between male CVD patients and control
group male patients in the gene polymorfism for factor V Leiden (FVL) (Pg=0,108, Pa=0,03).
The Leiden mutation was almost 3 times more frequent in the patients with CVD (OR=2,519;
95% KI 1,05-7,60; sensitivity 0,08, specificity 0,97) This result has a very high clinical
specificity, therefore we can suggest that a male patient with CVD would not suffer from
trombophilia, if he does not have an L allele. Later, in the genotype/phenotype study, we found
highly clinically significant presence of Leiden mutation in the patients with CVD and
trombophilia, which is not very surprising regarding the previous result. (specificity=0,953)

In the genotype-fenotype study for polymorfism of TIMP-2, it was found that the CVD patients
with the AG genotype have 3.55times more frequently positive family history of the chronic
venous disease, with clinically significant specificity (0.91). It was also found that the CVD
patients with the AG genotype have 3.65times more frequently tumor, compared to the CVD
patients with the other genotypes, with clinically significant specificity (0.829).

In the genotype/phenotype study for the polymorfism of CD147/EMMPRIN, we proved a
significant diffenrence in the distribution of genotypes and alelle frequency between CVD
patients with and without obesity. Alelle T was nearly 2 times more frequent in the patients
with CVD and obesity.

Eventually, we aplicated two-genotype/ fenotype study. We found an association between two-
genotypes CD147/EMMPRIN and MMP-9 and erysipel, this time among men with CVD. Male
patients with CVD and a two-genotype TTAA have 8 times less frequently erysipel compared
to patients with another two-genotype in these polymorfism.

We observed 3 times more frequently two-genotype TTNN for the gene polymorfisms in
CD147/EMMPRIN and FVL in the female patients with obesity and CVD compared to the
female patients with no obesity.
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Uvob

Chronické zilni onemocnéni(CVD) byvéa nekdy oznacovano jako nova epidemie 21. stoleti.
Diky nezdravému Zivotnimu stylu, nedostatku sportu a pohybu, obezit¢ a mnoha dalSim
faktorim doslo ke stavu, kdy timto onemocnénim trpi 84 % nasi populace a toto ¢islo stale
obtizna a dlouhotrvajici. Kromé& naseho Zivotniho stylu jsou vSak velmi vyznamnym faktorem
v rozvinuti chronického Zilniho onemocnéni naSe genetické predispozice. Mnohdy ma pouha
jedna bodova mutace(SNP) katastrofalni dopad na cely organismus. Takovym ptikladem je
mutace faktoru V Leiden (FVL) 1691 G/A. Jeji vinou je narusena srazlivost krve a vytvaii se
krevni srazeniny (tromby), vedouci mnohdy az k timrti jedince. Tento polymorfismus, a taky
polymorfismy tii latek  vyznamné  ovlivilyjicich chronické  Zilni  onemocnéni:
CD147/EMMPRIN, matrix metaloproteinazu-9 a jeji tkanovy inhibitor TIMP-2 jsme zkoumali
v nasi praci.

Matrix metaloproteindzy (MMPs) jsou skupinou enzymut patficich do rodiny zinek-
dependentnich metaloproteindz. V organismu plni dilezitou funkci téméf pii vSech procesech,
kdy je degradovana extraceluldrni matrix. Hraji proto dilezitou roli pfi hojeni ran. Za
normalnich podminek napomahaji 1écb¢ rany, ale u chronického Zilniho onemocnéni, kde jsou
hladiny MMPs dlouhodobé zvySené, degraduji i latky, které nepatii mezi jejich klasické
substraty, ¢imz je zpomalena lécba rany. Aktivita matrix metaloproteindz je endogenné
regulovana jejich tkanovymi inhibitory (TIMPs). Kazdy z téchto inhibitorii ma Siroké spektrum
MMPs, které je schopen inhibovat, a tedy nizkou specificitu. CD147 neboli EMMPRIN je latka
indukujici tvorbu téchto matrix metaloproteindz. Jeho zvySena hladina exprese byla prokdzéana
u chronickych bércovych viedl, coz vede k vyssi tvorbé MMPs a naslednému zhorSeni hojeni
rany. V soucasnosti jsou také hodné aktualni studie zkoumajici vliiv EMMPRINu na nadorova
onemocnéni, kde byla prokdzana zvySend hladina jeho exprese [6, 14, 16]. Genetické
polymorfismy EMMPRINuW/CD147, MMPs nebo TIMPs mohou vést k nevyvazenosti hladin
MMPs, coz ma na organismus negativni dopad.

Byl zkouman geneticky polymorfismus MMP-9 279 A/G v restrikénim misté 17576, ktery se
nachazi na Sestém exonu MMP-9. Pii genové expresi pak dochdzi k zdméné argininu za
glutamin ve vznikajicim peptidovém fetézci. Tento polymorfismus ma vliv na riziko
kolorektalniho karcinomu a chronické obstrukéni plicni nemoci [60,55].

Také byl zkouman polymorfismus TIMP-2 +853 G/A, ktery se nachazi na tfetim exonu
v restrikénim misté 8176329 a jedna se o tzv. tichou mutaci. Tento polymorfismus ovliviiuje
chronickou plicni obstrukéni nemoc, kdy je alela G spojena s vyssi nachylnosti k tomuto
onemocnéni[67,68].

Nakonec byl zkouman polymorfismus genu pro CD147 neboli EMMPRIN v restrikénim misté
8259 T/A. Tento polymorfismus se nachdzi v 3 nepiekladaném regionu genu (3'UTR) a je
zodpovédny za expresi CD147 v mnoha typech bunék. Dle studii ovlivituje polymorfismus



CD147 rs8259 nachylnost pacientt k psoridze a k akutnimu koronarnimu syndromu, kdy se
v obou pfipadech ukézala alela T jako protektivni vii¢i onemocnéni[34,63]

Cilem nasi prace bylo genotypizovat soubor pacienti s CVD a kontrolni soubor pro bodové
mutace v genech pro CD147/EMMPRIN, MMP-9, TIMP-2 a FVL a zjistit jejich vliv na
chronické zilni onemocnéni. Provedli jsme studii case-control, kde jsme porovnavali genotypy
pacientli s CVD a pacienty kontrolniho souboru a studii genotyp-fenotyp, kde jsme porovnavali
genetické predispozice s fenotypickymi projevy. Pro genotypizaci obou soubori byla pouzita
polymerazova fetézova reakce, restrikéni analyza a gelova elektroforéza.



1 UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 Polymorfismus

Geny se v populaci mohou nachazet v riznych variantach — alelach. Dvojici alel t€hoz genu
nebo genetického polymorfismu oznacujeme jako genotyp. Pokud jsou tyto alely totozné, jedna
se o homozygota, jsou-li odlisné, je organismus heterozygotni. Pfi asociacnich studiich
genetického polymorfismu rozliSujeme 4 modely dédi¢nosti. Prvnim je model
dominantni/recesivni, ktery vychazi ze vztahu (AA+Aa):aa, kde ,,A* je alela v populaci ¢etnéjsi
(dominantni) a ,,a* je alela méné Cetnd (recesivni). V tomto modelu se projevuji jen dva
fenotypy. Dalsi je model kodominantni, vychazejici ze vztahu AA:Aa:aa, zde se projevuji tfi
rozdilné fenotypy. Pfedposledni je model vyhody heterozygota, plati zde vztah Aa:(AA+aa), a
nakonec alelicky model se vztahem A:a [4].

Pokud v populaci existuji alespont dvé alely jednoho genu o zastoupeni vysSim nez 1 %,
hovofime o polymorfismu. SNP z anglického ,single nucleotide polymorphism* je
polymorfismus se zdménou jednoho nukleotidu [2, 4].

1.2 Matrix metaloproteinazy

Matrix metaloproteinazy (MMPs) jsou endonukledzy, které¢ ke své aktivité vyzaduji zinkovy
kationt Zn**. Jedn4 se o proteolytické enzymy. MMPs se nékdy oznacuji také jako matrixiny a
patii do Sir$i skupiny zinek-dependentnich metaloproteinaz, tzv. metzincini.  Skupina
metzincinlt zahrnuje krom¢ MMPs jest¢ adamalysiny (ADAM - a disintegrin and
metalloproteinase), dalle ADAMTS (ADAM s thrombospondin motifs), astaciny, a nakonec
bakteridlni serralysiny a protozoarni leishmanolysin. [6] MMPs se ucastni vétSiny procest, kde
dochdzi k degradaci a remodelaci extracelularni matrix (ECM). Extracelularni matrix je
mezibunéénd hmota, tedy materidl ukladajici se v mezibunéénych prostorech. MMPs jsou
schopny Stépit skoro vSechny slozky bazalni membrany a ECM. MMPs mohou byt
produkovany mnoha bunkami kiize, zejména aktivovanymi zanétlivymi buiikami, jako jsou
neutrofily a makrofagy, a dale fibroblasty, keratinocyty, mastocyty, endotelidlni buiiky nebo
bilé krvinky - eozinofily. MMPs maji velky vyznam pfi hojeni ran, opravach tkani,
morfogenezi, embryogenezi a angiogenezi (novotvorbé cév). Béhem hojeni ran ECM
remodeluji a degraduji jeji proteinové slozky. MMPs vSak také hraji dalezitou roli v patogenezi
nékterych nemoci, kde nadmérnym rozkladem slozek pojivové tkané ovliviiuji mimo jiné
bércové ulcerace, revmatickou artritidu a nadorova onemocnéni [6, 7, 8].

MMPs jsou regulovany tfemi zplisoby: na urovni genové exprese, dale aktivaci proenzymu
(mechanismus ,,cystein-switch*) a nakonec pomoci inhibice jejich proteolytické aktivity, a to
bud’ nespecificky, tedy a-2-makroglobulinem, nebo specificky, tedy tkanovymi inhibitory
matrix metaloproteinaz (TIMPs) [6].



1.2.1 Struktura MMPs

Matrix metaloproteinazy jsou tvofeny katalytickou doménou, propeptidem, spojovacim
peptidem, signdlnim peptidem a hemopexinem. V propeptidové doméné obsahuji ,,cystein
switch motiv, ktery udrzuje MMPs v jejich neaktivovaném (pro-MMP) stavu. Motiv cystein
switch chybi u MMP-23. Na katalytické doméné obsahuji Zn>" vézajici motiv. U riznych
skupin MMPs se pak objevuji zmény ve struktuie, u Zelatinaz (MMP-2, MMP-9) je navic na
katalytick¢ doméné vazan fibronektin. U matrilysinti chybi hemopexinova doména. U MMPs
aktivovanych furinem piibyva furinova ¢ast na spojovacim peptidu a u membranove vazanych
MMPs jesté transmembranova doména (viz obrazek 1) [8, 9, 10, 15].
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(MMP-17, 25) -

Obrazek 1: Struktura MMPs dle jednotlivych skupin

Domain

1.2.2 Aktivace MMPs

Vétsina MMPs je uvolnovana z bun¢k do ECM, vyjimku tvoii membranoveé vazané MMPs,
kter¢ zastavaji spojeny s buné¢nou membranou a mohou déle aktivovat dalsi MMPs nebo taky
TNF. Matrix metaloproteindzy jsou uvoliiovany zbunék v neaktivni formé v podobé
proenzymi — pro-MMP. Aktivovany jsou odstépenim propeptidové domény. K aktivaci
dochazi bud’ jinymi MMPs, a to zejména membranové vazanymi MMPs, nebo serinovymi
protedzami (endoprotedzy, obsahujici serin v reakénim centru, zahrnuji plazmin, neutrofilni
elastazu, mastocytovou chymazu) [6, 16].
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1.2.3

Déleni MMPs

V lidském téle se nachézi n€kolik desitek matrix metaloproteinaz, které jsou kddovany mnoha
riznymi geny. MMPs délime dvéma zpiisoby, a to jednak podle jejich struktury, a jednak podle
substratu, ktery Stépi.

1) podle struktury:

a)
b)
c)
d)

archetypalni: kolagenazy, stromelysiny, MMP-12, -19, -20 a -27
matrilysiny

zelatindzy

MMP aktivované furinem [18, 6]

2) podle cilového substratu:

a)

b)

d)

1.2.4

kolagenazy: Kolagenazy maji schopnost $tépit intersticialni kolagen I, II a III. Do této
skupiny patti MMP-1, MMP-8, MMP-13 a MMP-18.

Zelatinazy: Tato skupina je tvofena dvéma MMP, a to MMP-2 (Zelatindza A) a MMP-
9 (Zelatinaza B). Tyto MMP maji v katalytické doméné tfi opakovani fibronektin II
domény, ktera na sebe vaze Zzelatinu, kolagen a laminin. MMP-2 je dulezitd pro
osteogenezi (tvorbu kosti).

stromelysiny: Stromelysiny jsou tvofeny MMP-3 (stromelysin 1) a MMP-10
(stromelysin 2). Tyto MMP maji podobnou substratovou specifitu, ale MMP-3 je
ucinngjsi. Také sem patii MMP-11 (stromelysin 3), ktery ma odliSnou strukturu, a byva
sem fazena MMP-19. Stromelysiny stépi Zelatinu, kolagen, kasein a mnoh¢ dalsi
komponenty ECM.

matrilysiny: U této skupiny chybi hemopexinovda doména. Patii sem MMP-7
(matrilysin 1) a MMP-26 (matrilysin 2). Stépi mnoZstvi komponenti ECM, jako je
zelatina, kolageny, fibronektin a jiné.

membranové vazané MMP: Patii sem 4 transmembranové proteiny: MMP-14 (MT1-
MMP), MMP-15 (MT2-MMP), MMP-16 (MT3-MMP) a MMP-24 (MT5-MMP) a dva
GPI kotvici proteiny: MMP-17 (MT4-MMP) a MMP-25 (MT6-MMP). MT-MMPs maji
Sirokou substratovou specifitu, $§tépi Zelatinu, kolageny, fibronektin a mnoh¢ dalsi.
ostatni MMP: Do této skupiny patii: metaloelastdiza MMP-12, ktera je nezbytné pro
migraci makrofagi a $tépi elastin. Dale MMP-20 (Enamelysin), MMP-22, MMP-23 a
MMP-28 [6].

Matrix metaloproteinaza-9

Matrix metaloproteindzu-9 fadime mezi Zelatindzy spolecné s MMP-2. Ob¢ tyto proteazy hraji
vyznamnou roli pii vzniku bércového viedu. Zelatindzy dokazi $tépit kolagen mnohem
efektivnéji nez ostatni MMPs, a proto jsou povazovany za velmi dulezité. Jsou nezbytné pro
remodelace tkani a pro zahdjeni epitelizace [52,53].

Vyrazné vyssi hodnota MMP-9 byla zjiSténa v exsudatu chronickych ran. MMP-9 je pokladana
za hlavni proteazu v degradaci ECM u chronickych ran. MMP-9 je nezbytna pro migraci
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keratinocytt, reepitelizaci a angiogenezi. U akutnich ran je jeji hladina zvySena jen pfechodné,
zatimco u chronickych ran je jeji hladina mnohonasobné vyssi, a to jak u Zilnich bércovych
viedu, tak dekubitli nebo nehojicich se popalenin [52, 53]. Bylo prokazano, Ze vysoké hladiny
MMP-9 zptisobuji pomalejsi hojeni ran [54]. Optimalni hladina MMP-9 je také zasadni pro
proces epitelizace. Stépenim hlavni slozky bundéné membrany — kolagenu IV, umoZiiuje
separaci keratinocytii z bunécné membrany a jejich naslednou migraci po spodiné rany [53].
Pti nizké hladiné MMP-9 dochazi ke zpomaleni epitelizace, pii vyssi hladiné MMP-9 dochazi
ke zpomaleni hojeni rany [52].

1.2.5 MMPs a CVD

V patogenezi CVD hraje roli Zilni reflux, ktery vede k zilni hypertenzi a dilataci Zilni stény.
Bylo prokazano, ze chronicka zilni hypertenze zvysuje expresi a aktivitu MMPs, které plisobi
na endotelie a hladkou svalovinu v cévnich sténach, vedou k Zilni dilatataci a brani svalové
kontrakci. Poskozené endotelie aktivuji leukocyty, vznika zanétliva reakce, jejimz disledkem
je dal8i poSkozeni Zilni stény [14].

U pacientt s kiecovymi zilami se objevuji zvySené hladiny MMP-1, -2, -3, -9 a MMP-13.
Hlavnim divodem je nevyvdzenost aktivity MMPs a jejich tkanovych inhibitord TIMPs.
Vysledkem je akumulace MMPs v Zilni sténé. Diilezitou roli pfi vzniku tohoto nevyvazeného
stavu hraji polymorfismy MMPs a TIMPs. Hladiny MMPs se 1i$i v jednotlivych stadiich CVD
[14, 17].

1.3 Tkanové inhibitory matrix metaloproteinaz

Tkanové inhibitory matrix metaloproteinaz (TIMPs) jsou specifické inhibitory, které na sebe
vazou jiz aktivované matrix metaloproteindzy, a tim omezuji jejich aktivitu (blokuji vazebna
mista MMP). Krom¢ MMPs také inhibuji n€které disintegrin metaloproteindzy (ADAM) a
disintegrin metaloproteinazy s trombospodinovou doménou (ADAMTS). TIMPs vytvareji
s metaloproteindzami komplexy stechiometricky 1:1. Jsou zndmé ¢tyii druhy TIMPs (TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4). TIMP-1 a -3 jsou glykoproteiny, zatimco TIMP-2 a -4 neobsahuji
sacharidy. Jednotlivé TIMPs jsou schopny inhibovat velké mnozstvi MMPs. TIMP-1 a TIMP-
2 podporuji rast bun¢k. Nadmérna tvorba TIMP-1, TIMP-2 a TIMP-3 zamezuje ristu tumoru a
vSechny TIMPs mohou zamezovat angiogenezi [5, 8, 10, 14].

TIMPs dokéazi rozeznavat mezi stromelysiny, vazba TIMP-1 a -2 vazajici se na MMP-10
(stromelysin-2) katalytickou doménu je 10krat slabsi nez jejich vazba na MMP-3 (stromelysin-
1) katalytickou doménu [14].

TIMPs byly poprvé objeveny mezi lety 1985 az 1996. TIMP-1 byla poprvé naklonovana v roce
1985. TIMP-2 byla naklonovéana Stetlerem Stevensonem et al. v roce 1990, TIMP-3 Pavloffem
a jeho kolegy a TIMP-4 roku 1996 [5].
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1.3.1 Struktura TIMPs

TIMPs se skladaji z N-terminalni-domény a C-terminélni-sub-domény, které jsou stabilizovany
Sesti disulfidovymi vazbami, tedy tfemi na kazdé doméné (obrazek 2). Struktura TIMP je
tvofena 184 az 194 aminokyselinami. Amino-terminalni doména TIMP se navaze na aktivni
MMP a tim ji inhibuje [5, 6].

Obrazek 2: Struktura TIMP-2

1.3.2 TIMP-2

TIMP-2 inhibuje vSechny aktivované matrix metaloproteindzy. Kromé toho ma schopnost
inhibovat neaktivovanou pro-MMP-2. TIMP-2 tvoii tii molekulovy komplex s MT1-MMP a
pro-MMP a tento komplex zprosttedkovava aktivaci pro-MMP-2. Proto je pti absenci TIMP-2
znemoznéna aktivace pro-MMP-2 (viz obrazek 3). Gen pro TIMP-2 se nachdzi na chromozomu
17925 [5, 10]. Skrze vazbu s integrinem o331 mize TIMP-2 zamezovat angiogenezi [62].
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Obrazek 3: Komplex MTI1-MMP s pro-MMP-2 zpiisobujici aktivaci pro-MMP-2.

1.4 EMMPRIN/CD147

EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer), znamy také jako CD147 (Clus-
ter of Differentiation Nomenklature — systém znaceni pouzivany pro skupiny molekul na po-
vrchu bunék), je transmembranovy glykoprotein patiici do immunoglobulinové superrodiny
(IgSF). Pivodné byl popsan na povrchu nadorovych bunck, kde je schopen vyvolat tvorbu
MMPs v sousednich fibroblastech. Pozdéji byl piejmenovan na EMMPRIN, kdyz se zjistilo, Ze
ma $irsi vliv na produkci MMPs. EMMPRIN tedy stimuluje tvorbu MMP-1, MMP-2, MMP-3
a také MT-MMPs, nicméné nema zadny vliv na jejich tkaiové inhibitory TIMPs. EMMPRIN
vyrazné ovliviiuje celou fadu jak fyziologickych, tak i patofyziologickych procest. Hraje dule-
zitou roli v aterogenezi, progresi aterosklerotickych zmén a akutni tromboéze sklerotickych cév,
coz je spojeno s rizikem vzniku kardiovaskularniho onemocnéni. Je vSak naopak dilezity
pro angiogenezi, spermatogenezi, pii vyvoji lymfocyti a pfi imunitni odpovédi. [34,33]
EMMPRIN byl také identifikovan ve zdravych keratinocytech [47]. Exprese EMMPRINu je
zvySena u zanétlivych onemocnéni, jako jsou bércové ulcerace, revmatoidni artritida, systé-
movy lupus erythematodes. EMMPRIN je dale receptorem pro invazivni protein RHS, ktery je
pritomny u pfenasect malarie [35].

V soucasnosti je v mnoha studiich zkouman vliv EMMPRINu na nddorova onemocnéni. Jeho
zvysena hladina, jez byla detekovana u mnoha malignich nadort (kozni, rakovina moc¢ového
méchyte, rakovina plic, rakovina prsu, lymfom) vede k progresi t€chto nadori. Zvysena hladina
exprese vedla k progresi také u gliomt, hepatomu, melanomu a nemelanomovych karcinomt
ktize. Nastésti existuji latky, které dokazi snizit expresi EMMPRINu, coz by se v budoucnosti
dalo vyuZit pfi 1é€beé rakoviny. Jsou jimi rastové faktory (EGR, anti-sense EGFR, Amphiregu-
lin), hormony, protein pinin nebo posttranskripcné proces glykosylace. Také navazani proteinu
Caveolinu-1 na Ig doménu EMMPRINu vede ke snizeni hromadéni EMMPRINu na povrchu
bunky, a tim ke sniZeni jeho tvorby MMPs. Déle se EMMPRIN vaZze na integriny B1, zejména
na a3p1 integrin [36,37].

EMMPRIN ma spoustu jmen. Vzhledem ke svym pleiotropnim funkcim byl objeven nezavisle
na sob€ v n¢kolika rtiznych studiich. Jeho formé u ¢lovéka, ktera je kdédovana na BSG genu,
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bylo Human Genome Organization ddno jméno basigin. Basigin na sob¢ nese tzv. OK Blood
Group System, coZ je skupina tii antigenti. U ¢lovéka je dalle EMMPRIN nazyvan CD147 nebo
HADb18G. U mysi je nazyvan gp42, OX-47 u krys a SA11, HT7 a neurothelin u kutat [33, 46].

1.4.1 Struktura EMMPRINu/CD147

EMMPRIN je kdédovan na BSG genu na chromozomul9p13.3 a obsahuje 8 exonti a 6 intrond.
Ma 1797 part bazi. EMMPRIN se skladéa ze dvou immunoglobulinovych domén - N-terminalni
IgC2 domény a C-termindlni Igl domény v extracelularnim regionu, které¢ jsou flexibilné
spojeny. Prvni Ig doména zajist'uje indukci MMPs, oligomerizaci a navazani receptoru. Druha
Ig doména slouzi k navazani caveolinu-1. Kromé¢ téchto dvou Ig domén EMMPRIN obsahuje
transmembranovou doménu s 24 aminokyselinami a cytoplasmatickou doménu se 39
aminokyselinami. Extracelularni region obsahuje 3 oligosacharidy navazané na asparagin a
uprostied této domény najdeme kyselinu glutamovou, diky které se EMMPRIN miize vazat
s ostatnimi transmembranovymi proteiny. V 5'regionu genu obsahuje EMMPRIN oblast
dlouhou 30 bp (-144- -112), diky které se dokaze vazat na Sp1 (specificky protein), AP1TFII a
transkripcni faktor EGF-2 (early growth response). Intracelularni doména pak zajist'uje pienos
signalt do bunék. Molekula EMMPRINu se mize navézat na jinou molekulu EMMPRINu a
vytvofit tak homo-oligomer schopny zvySovat aktivitu na povrchu bun¢k [36, 38, 45;57].
EMMPRIN rozpoznavava molekuly ve stejné membrané (cis-recognition) nebo ty
s extracelularni lokaci (trans-recognition) [38] Dulezitou roli hraje dimerizace krystalické
struktury EMMPRINu, které souvisi s invazitou nadorovych bunék a tvorbou MMP-2 [58].

« havazani receptoru
= indukee MMPs
* oligomerizace

oligosacharidy na Asn

185 aa

« asociaces
Caveolinem-1

mmwmam -

I 39 aa

Obrazek 4:Struktura EMMPRINU [36, upraveno]
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1.4.2 Role EMMPRINu/CD47, MMPs a TIMPs u chronickych Zilnich
bércovych viedii

MMPs hraji diilezitou roli pfi hojeni ran, a to ve vSech tfech fazich - tedy zanétlivé, proliferacni
a remodelacni. V zanétlivé fazi stépi poskozenou ECM a rozrusuji biofilm. Ten je tvofen
bakteriemi, které produkuji zelatinovou ECM chranici bakterie pfed imunitnim systémem.
V prolifera¢ni fazi se uplatituji pfi degradaci bazalni membrany kapilar, ¢imz umoziuji
angiogenezi (novotvorbu kapilar). MMPs jsou nezbytné také pii migraci keratinocytu,
fibroblastl a endotelidlnich bunék na spodin€ rany. Zejména MMP-1, ktera je produkovana
keratinocyty, $tépi kolagen I, ¢imz umozniuje pohyb keratinocytl po spodiné rany. MMPs se
také uplatiuji ve fazi kontrakce a remodelace jizvy. V malém mnozstvi jsou tedy MMPs
nezbytné k 1é¢be rany [14, 16].

Jejich piimétend hladina je regulovana TIMPs, které¢ v akutni rdn¢€ brani nadmérné produkei
MMPs. Za normalnich okolnosti je tedy v ran¢€ rovnovaha mezi MMPs a TIMPs. U chronic-
kych ran byla prokdzana mnohonéasobn¢ vyssi hladina nékterych MMPs, napi. MMP-2 a také
zvysena hladina exprese EMMPRINu [25]. Tento stav vede k tomu, Ze MMPs nasledné de-
graduji 1 jiné latky, nez jsou jejich substraty (kolagen, ristové faktory aj.). Dochazi ke vzniku
nehojicich se chronickych ran. Cilem 1éc¢by by tedy mélo byt vytvoreni rovnovahy mezi
MMPs a TIMPs. Snizenim hladiny MMPs se v rané vytvoii prostiedi podobné rané akutni, a
tim by se méla chronicka réna rychle zhojit.

Biopsie ze spodiny CVU (chronic venous ulceration — chronického Zilniho bércového viedu)
prokazala zvysenou expresi EMMPRINu, MMP-2, MT1-MMP a MT2-MMP ve srovnani

s kontrolnim souborem zdravych pacientti [41]. Distribuce MMPs/TIMPs se 1isi u akutnich
ran a chronickych bércovych viedi. Nékteré MMPs byly prokdzany v oblasti spodiny bérco-
vého viedu (MMP-9, MMP-13), zatimco jiné MMPs byly zjiStény u migrujicich buné¢k zil-
niho bércového viedu (MMP-1) a u proliferujicich buné€k v okrajich akutnich ran (TIMP-1,
TIMP-3) Na zaklad¢ téchto zjiSténi se predpoklada, ze n¢které¢ MMPs (MMP-1, TIMP-1,
TIMP-3 jsou nezbytné pro reepitelizaci a jin¢ (MMP-9, MMP-13) mohou byt zahrnuty v re-
modelaci kolagenu (viz obréazek) [40].
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Keratinocytes and dermal cells
of acute wound or healing CVU -
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Obrdazek 5 Rozlozeni MMPs a TIMPs v chronickém Zilnim bércovém viedu. Na okrajich vidime MMP-1, TIMP-1 a TIMP-3
zajistujici epitelizaci

V soucasné dob¢ jsou pro 1éCbu ran vyvijeny produkty upravujici rovnovahu MMPs a TIMPs.
Jednim z nich je hydroaktivni kryti obsahujici superabsorbujici polyakrylat, u kterého bylo
dok4zano, Ze inhibuje MMPs navazanim se na dvojmocné ionty v MMPs (Zn?", Ca®"), které
jsou nezbytné pro jejich enzymatickou aktivitu [42]. Dalsim produktem je oxidovana regene-
rovana celul6za, ktera upravuje prostiedi rany pomoci navazani a nasledné inaktivace pieby-
teCnych protedz [43]. Byl také zvetejnén ¢lanek popisujici 1é¢bu kombinaci doxycyklinu
(ktery je MMP inhibitorem) a topického tacrolimu, kterym byly tispé$né vyléceny 3 resis-
tentni CVU. V soucasnosti by méla nasledovat studie s vy$Sim poctem pacientt [44].

1.5 Faktor V Leiden 1691 G/A

Leidenska mutace je autozomaln¢ dominantné dédi¢na bodova mutace diilezit¢ho hemokoagu-
lacniho faktoru V. Dochdzi k ni v exonové ¢asti genu pro faktor V v pozici 1691 a dochazi pti
ni k zdméné guaninu za adenin. Tim je v peptidickém fetézci zafazena misto argininu amino-
kyselina glutamin a kviili této zaméné se faktor V stava rezistentni viici aktivovanému proteinu
C, ktery je jeho piirozenym inhibitorem. Tim je naruSena funkce celého koagula¢niho systému,
protoze protein C neni schopen mutovany FVL inhibovat a abnormaln¢ se zvySuje krevni sraz-
livost — dochazi k tzv. trombofilnimu stavu. Tento stav mlze vést ke vzniku krevnich sraZzenin
— tzv. tromblim, které ucpavaji cévy. Vznikaji Zilni trombdzy, zejména na dolnich koncetinach,
a nasledné i velmi nebezpecna plicni embolie. Leidenskd mutace tak mtize byt pti¢inou pied-
casnych infarkt nebo mozkovych ptihod a potratt nebo predcasnych porodl. Rizikovymi fak-
tory jsou pfi trombofilnim stavu dlouhodobé lety letadlem, operace, t€¢hotenstvi nebo obezita.

Prevalence Leidenské mutace je v Evrop€ pomérné vysoka, heterozygotni variantu méa 5-6 %
populace. Naproti tomu v Asii nebo Africe se s touto mutaci setkdme velmi ziidka. Hetero-
zygotni varianta faktoru V Leiden zvysuje riziko Zilni trombdzy pfiblizné 10krat. Jeho homo-
zygotni varianta dokonce 80krat. Leidenskd mutace mize byt velmi nebezpecna pro Zeny uzi-
vajici hormonalni antikoncepci, ktera 1 jen sama o sob€ zvysuje krevni srazlivost. Riziko vzniku
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krevni srazeniny a komplikaci s tim spojenych se mnohondsobné zvysuje a divky s mutaci fak-
tor V Leiden by hormondlni antikoncepci nemély viibec uzivat [48,49,50,51].

1.6 Chronické zilni onemocnéni

Chronické Zilni onemocnéni (CVD) se definuje jako ,,dlouhodobé morfologické a funkéni
abnormality Zilniho systému, které se projevuji ptiznaky vyzadujicimi vySetieni a /nebo 1écbu
[11]. Chronické zilni onemocnéni je extrémné castd choroba. Podle mezinarodniho
epidemiologického prizkumu, jménem Vein Consult program, do né¢jz bylo zafazeno 91 545
pacienti, trpélo timto onemocnénim 84 % pacientil ve stadiich C0-C6, z toho 64 % patiilo do
stadii C1-C6 a 19 % pattilo do stadia CO, kam fadime mj. pacienty s pocity ,,tézkych nohou*
anebo snocnimi kifeCemi nohou. Prevalence s vékem narasta, ve stadiich C1-C3 je
signifikantné Castéjsi u zen, ve stadiich C4-C6 jsou poméry muzil a Zen srovnatelné. Vein
Consult program probihal i v CR pod nazvem Czech Vein program, a zapojilo se do n&j 1562
pacientii. Vysledna prevalence pro CR je podle tohoto priizkumu 70 % a ma progredujici
charakter [29, 30, 31].

Rizikovymi faktory pro vznik chronického Zzilnitho onemocnéni jsou komplexni genetické
predispozice a s tim souvisejici pozitivni rodinna anamnéza, zenské pohlavi, obezita, vyssi vek,
t¢hotenstvi a dlouhodobé stani [32].

Mezi symptomy CVD patii bolesti, pocit otoku, kiecCe, svédéni nohou a také jiz zminovany
pocit tézkych nohou. Chronické Zilni onemocnéni vyrazné snizuje kvalitu Zivota pacientd, coz
je zptisobeno bolestmi, omezenou schopnosti pohybu a vykonavani fyzickych aktivit. Casto je
proto toto onemocnéni provazeno depresemi a socialni izolaci pacienta [32].

40%

35%

30% | n=1562 v CR (prim. vék 61 let)
n=91545 VCP (pram. vék 50,6 roku)

25%

20%
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Obrazek 6-Graf porovnavajici udaje Vein Consult Programu a Czech Vein Programu

18



Dle celosvétové CEAP klasifikace hodnotime stav a zavaznost CVD podle klinickych ptiznakd,

etiologie, anatomickych zmén a patofyziologie (viz tabulka nize).

CEAP Klasifikace: C - Klinicka klasifikace

Co Z4dné viditelné znadmKy Zilniho onemocnéni

C1 Teleangiektazie nebo retikularni zily

C2 Varixy (krecové zily)

C3 Varixy a otok (edém)

C4a Varixy a pigmentace nebo ekzém

C4b Varixy a lipodermatoskler6za nebo bila atrofie

C5 Varixy a zhojeny bércovy vied

Ccé6 Varixy a aktivni bércovy vied

E - Etiologie
Ec Ep Es En
kongenitalni primarni piicina sekundarni pri¢ina bez identifikovatelné
pricina (posttromboticka ¢i jind) | Zilni etiologie
A - Anatomicka lokalizace
As Ad Ap An

povrchovy Zilni | hluboky Zilni systém zilni perforatory anatomickou anomalii
systém nelze identifikovat

P - Patofyziologicky proces

Pr

Po Pr,o

Pn

reflux

obstrukce reflux a obstrukce

patofyziologii  nelze
identifikovat

[30, upraveno]
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1.6.1 Chronicka zZilni nedostate¢nost

Chronické Zilni nedostatec¢nost (VEI) je pak téz$i stadium Zilnitho onemocnéni (C3-C6 dle
CEAP klasifikace), kdy dochdzi k otoku, koznim zméndm a tvorbé bércovych viedii. Pfi tomto
stavu je také narusena funkce Zilniho systému. Je zpiisobena Zilnim refluxem pii nedomykavosti
chlopni [11, 12].

1.6.2 Bércové ulcerace

v Vv

Jsou to oteviené 1éze v oblasti bérce, tedy mezi kolenem a kotnikem. Jedna se o ztratu kiize
v celé hloubce, nékdy vied zasahuje az do podkozi. Cast ulceraci 1ze vylé¢it béhem nékolika
tydnd, vétSinou se ale jednd o chronické onemocnéni. Prevalence bércovych ulceraci se ve
vétSing studii pohybuje mezi 1-2 % populace [11, 12].

Rizikovymi faktory pro vznik bércového viedu jsou starsi vek, Zenské pohlavi, obezita, hluboka
zilni trombdza, nedostatek pohybu, zanét zil, faktor V Leiden, téhotenstvi a dlouhodobé stani
[12, 14, 66].

1.6.2.1 Patofyziologie bércovych ulceraci

Venozni ulcerace vznikaji disledkem chronické zilni hypertenze (dlouhodobé zvySeny tlak),
ktera dal vede ke zméndm v mikrocirkulaci. Také nadmérné mnozstvi fibrinu uloZené
v blizkosti kapilary vede ke zvySenému intravaskularnimu tlaku, je vyrazné€ snizena propustnost
(permeabilita) zil. Tato bariéra déle zabranuje prestupu kysliku a dalSich zivin, coz zpiisobuje
nedostatek kysliku ve tkani, a tim komplikuje hojeni rany. Riistové faktory a zanétlivé buiiky,
které zlistanou uvéznény ve fibrinové bariéte, mohou zplisobovat tézké zancty v okolni tkani.
Leukocyty zachycené v kapildrach uvoliiuji proteolytické enzymy a reaktivni kyslikové
metabolity, coz zplisobuje poSkozeni endotelii. Dysregulace nejriznéjSich prozanétlivych
cytokint, ristovych faktort, napt. tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (tumor necrosis factor-a
TNF-a), transformujiciho rastového faktoru beta (transforming growth factor-beta - TGF-f) a
matrix metaloproteinaz vede ke vzniku chronického bércového viedu [13].
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2  CILE PRACE

Moje prace navazuje na lotiskou SOC, kdy jsme zkoumali polymorfismus genu pro tkafiovy
inhibitor matrix metaloproteindz TIMP-2 u pacientl s chronickym Zilnim onemocnénim a u
kontrolniho souboru. Cilem mé letosni prace proto bylo navéazat na zkoumani vlivu genetickych
polymorfismu na chronické zZilni onemocnéni. Vybrali jsme tfi faktory, které toto onemocnéni
vyrazné¢ ovliviiuji, a to CD147 - bodovou mutaci v restrikénim misté 8259, matrix
metaloproteindzu 9 s bodovou mutaci v rs279 a mutaci Faktoru V Leiden N/L. Cilem nasi prace
bylo genotypizovat soubor pacientii s CVD a kontrolni soubor pro bodové mutace v genech pro
CD147, MMP-9 a FVL a zjistit jejich vliv na chronické zilni onemocnéni. Provedli jsme studii
case-control, kde jsme porovnavali genotypy pacienti s CVD a pacienty kontrolniho souboru a
studii genotyp fenotyp, kde jsme porovnavali genetické predispozice s fenotypickymi projevy.

Pti detekci rizikovych variant genil u pacienta by pak bylo mozné rozlisit pacienty s vysokym
rizikem vzniku chronického Zilniho bércového viedu a pacienty s pomalym hojenim ulcerace,
a tim uzplsobit 1écbu pro takového pacienta. VCEasnd prevence miize vést k rychlejSimu
zavedeni preventivnich opatfeni a tim zabranit vzniku bércovych viedii. Tim by doslo
k vyraznému zvyseni kvality Zivota pacienti.

Mym osobnim cilem bylo pokracovat v zapoc¢atém vyzkumu v laboratofich a psanim odborné
prace se naucit lepSimu porozumeéni a orientaci ve védeckych ¢lancich.
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3 SOUBOR PACIENTU A KONTROLNiICH OSOB

Tato studie byla asociacni studie piipady-kontroly (,,case-control) a v rdmci souboru pacientl
s CVD také studie genotyp-fenotyp.

Do studie bylo zatazeno 150 pacientli 1écenych na I. dermatovenerologické klinice fakultni
nemocnice u sv. Anny v Brné. VSichni tito pacienti méli diagnostikovano chronické Zilni
onemocnéni (CVD) v rliznych stadiich (tabulka 1). Primérny vék pacientt byl 70 let, pficemz
u muzl to bylo 73 let a u zen 67 let. Primérny vék zacatku onemocnéni byl 43,2 let (48,3 u
muzu a 39,5 let u zen).

Stadium CVD dle Muzi (N=63) zeny (N=87)
CEAP Kklasifikace

Cl 0 (0 %) 1(1%)

C2 0 (0 %) 2(2%)

C3 0 (0 %) 12 (14 %)
C4 8 (13 %) 7 (8 %)

C5 17 (27 %) 24 (28 %)
C6 38 (60 %) 41 (47 %)

Tabulka 1:Pocet pacientii v jednotlivych stadiich CVD dle CEAP klasifikace

Cely vyzkum probihal anonymné, vzorky byly oznaceny pouze cisly. Pacienti podepsali
informovany souhlas se studii. Kromé CVD m¢éli néktefi pacienti diagnostikovana dalsi
onemocnéni, jako je tumor, diabetes mellitus, hypertenze, trombofilie, obezita nebo ischemicka
choroba srde¢ni.

Kontrolni soubor tvotilo 227 pacientl bez pfiznakti CVD. Primérny vék pacientii kontrolniho
a vysSetiovaného souboru byl srovnatelny.
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4 LABORATORNI METODY

4.1 Izolace DNA

Pro zjisténi genotypu pacienta je nejdiive potifeba izolovat jeho DNA, v pfipad¢ naSeho
vyzkumu se izolace provadéla z krve pacienta. Jedna se o pomérné slozity proces, pifi némz se
nejdiive vzorky krve centrifuguji po dobu 10 minut na 5000 otacek za minutu. Diky této
centrifugaci se na dn¢ zkumavky vytvari srazenina, od které se postupné opatrné odléva
supernatant. Nasledn¢ se pfida 20-30 ml destilované vody a vzorek se znovu centrifuguje opét
10 minut na 5000 otacek za minutu. Od usazeniny se opétovné odlije supernatant a ptida se 20-
25 ml fyziologického roztoku. Dochazi ke tfeti centrifugaci a naslednému slévéni. Pro
odstranéni zbytkli hemoglobinu a erytrocyti se dale promyvéa fyziologickym roztokem.
K promytému sedimentu DNA se posléze ptida 0,5 ml fyziologického roztoku a po promichani
dale 3 ml roztoku FASSANO (NaCl, EDTA, TRIS, demineralizovana voda) a 20 ul proteindzy
K. Ty zptsobi lyzu bunék a proteolyzu neboli rozklad bilkovin na peptidy a aminokyseliny.
Zkumavky se nechaji inkubovat v termostatu bud’ ptes noc pfi teploté 37 °C nebo 2 hodiny pii
teploté 50°C. Po vyjmuti z termostatu zkumavky temperujeme na pokojovou teplotu a nasledné
pfidame 1,4 ml 5M roztoku NaCl a stejny objem chloroformu jako vzorku. Tyto latky zptisobi
deproteinaci tedy odstranéni bilkovin ze smési. Zkumavky dale michame dvé hodiny na
piistroji zvaném tiepacka a posléze vzorky 15 minut centrifugujeme na 8000 otacek za minutu.
Po odsati horni vrstvy pak do nové zkumavky pfidame stejny podil chlazeného 2-propanolu
jako vzorku. Jemnym obracenim zkumavky vysrazime DNA, kterou pak namotame na sklenény
hacek a oplachneme v 70% ethanolu. Nakonec DNA umistime do nové sterilni zkumavky,
kterou popiseme kddem DNA. Pti teploté 4 °C nechame DNA rozpoustét po dobu minimalné
5 dni.

Pro praci se DNA ddle fedi s demineralizovanou vodou (voda, zbavend vSech iontové
rozpustnych latek a kiemiku) v poméru 1:9. Zasobni DNA se skladuje pfi teploté -20°C [3].

4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro moznost aplikace PCR je tfeba znat nukleotidovou sekvenci DNA na obou koncich
pozadovaného useku. Pfi této reakci dochdzi k amplifikaci sekvence DNA, pficemz se v fadu
nékolika hodin mize vytvofit pes milion kopii této sekvence. Reakce probiha in vitro.

Principem PCR je cyklické stfidani tii teplot. V prvni fazi dochazi k denaturaci (rozdéleni
dvojsSroubovice na dva samostatné fetézce) genomové DNA, a to pfi teploté 92-95°C. Ve druhé
fazi se na denaturovanou DNA navézou synteticky vytvorené oligonukleotidové primery a to
na protilehl¢ konce amplifikované sekvence. Toto piipojeni primert probihd pii teploté 50-
60°C. Ve tieti fazi se pouzitim DNA-polymerazy replikuje tsek DNA navazujici na
oligonukleotidové primery ve sméru 5°-3° podle sekvence pivodni DNA. Primery totiz
poskytuji volnou 3¢ OH skupinu, na niz se polymeraza navaze. Pivodni vldkno DNA slouzi
jako templat. Tteti faze probiha pii teploté 70-72 °C a trva 1,5 minuty. Cely cyklus se posléze
mnohokrat opakuje, dochdzi k denaturaci plivodni DNA a replikované DNA, naslednému
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ptipojeni primert a replikaci DNA také k fetézci vzniklému v pfedchozim cyklu. Reakce PCR
je exponencialni. Za pouhych 30 cykll vzniké vice nez miliarda kopii (pfesnéji 1 073 741 766
molekul).

V praxi se reakce PCR provadi nejdiive pfidanim tzv. mastermixu ke vzorku DNA. Mastermix
se sklada z: destilované vody; pufru, ktery zajiStuje spravné podminky pro aktivitu DNA-
polymerazy; hote¢natych kationtl; obou primert, které se obvykle skladaji z 20-25 nukleotidi;
smési ANTP (2°-deoxynukleosid-5 -trifosfaty: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), které jsou
stavebnimi kameny pro vznik nového fetézce DNA; a DNA-polymerazy Nasledné se vzorky
vlozi do zafizeni zvanych termocyklery, které samy stiidaji tfi teploty pro zminované tfi faze
v naprogramovanych cCasech, stanovenych pfi optimalizaci ptislusné metody PCR. (viz
obrazek) O tom, zda se nam povedlo syntetizovat dostatecné mnozstvi produktu reakce PCR se
presvédcime elektroforetickymi metodami [3, 4].

Obrazek 7: Termocykler s naprogramovanymi teplotami pro tii faze PCR
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4.3 Restrikéni analyza (RFLP)

Pii této metodé dochazi ke S§tépeni DNA v produktu PCR na specifickém misté¢ pomoci
restrikénich endonukledz. Tyto endonukledzy jsou bakteridlni enzymy, které DNA Stépi
nehled€ na zdroji, z néhoz DNA pochazi, vzdy stejné. Bakterie se jimi pravdépodobné brani
proti vniknuti virové DNA. Misto, kde dochazi krozstépeni, se nazyva restrikcni.
Rozpoznévaci sekvence je Casto palindromicka (¢te se stejné zeptedu 1 zezadu), diky cemuz po
rozStépeni vznika tzv. lepivy neboli kohezni konec, ktery je tvoren ¢asti jednotetézcové DNA.
Vytvotenim piithodnych podminek tak lze tyto rozstépené Casti zase spojit. Kazda restrikéni
endonukledza rozezndva v DNA jinou specifickou sekvenci, kterou Stépi. Restrikéni
endonukledzy se déli na Ctyfi typy podle mista, kde $t€pi DNA. Typ I sice rozliSuje specifické
sekvence, ale misto $t€peni neni pfesné urceno. Typ II §tépi DNA piimo v misté rozpozndvaci
sekvence nebo vjeji tésné blizkosti. Typ III Stépi DNA ve vzdalenosti 25-27 bp od
rozpoznavaci sekvence. Typ IV §t€pi methylovanou DNA.

Pro restrik¢ni analyzu ke stanoveni genotypu polymorfismu v genu pro TIMP-2 jsou vyuZzivany
restrikéni endonukledzy typu II, které dale $tépi DNA na samostatné fragmenty. Kazda
endonukledza pracuje pii specificke teploté, kterd se nastavuje v termostatu [1,3,4].

4.4 FElektroforéza

Elektroforéza je d¢j v elektrickém poli, pii kterém se zaporné nabitd DNA pohybuje od anody
ke katodé¢. Pfitom je umisténa v agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu, ktery zde slouzi
jako sito. VEét§i molekuly se tudiz pohybuji ke katodé pomaleji nez mensi. Agarosovy gel je
vhodnéjsi pro elektroforézu vétSich molekul (nad n€kolik set nukleotidl), kdezto
polyakrylamidovy gel je lepsi pro malé molekuly. Této metody se vyuziva pti oddélovani
fragmentt vzniklych po Stépeni DNA.

Do utésnéné elektroforetické vanicky s nachystanym hiebinkem pro vzorky DNA se nalije
rozvatfeny agarosovy gel. Po ztuhnuti se hiebinek vyjme a do vzniklych jamek se nanesou
vzorky DNA smichané s pufrem o vyssi hustoté nez pufr ve vanicce, aby se vzorky pii klesani
do jamek nerozptylily. Posléze pfipojime vaniCku ke zdroji elektiiny a dochazi k oddéleni
fragmentli. Agarosovy gel se poté vyjme z vanicky a barvi Ethidium Bromidem, ktery se navaze
na DNA a ma po nésledném ozateni UV svétlem fluorescencni vlastnosti.

Ozafime UV svétlem, po vyfotografovani vidime piesnou polohu restrikénich fragmentd
v gelu. Odecteme genotyp podle délky restrikénich fragmentl ve srovnani s referencnim
zebtickem se znamym poctem nukleotidi. Pokud restrikéni enzym nerozpoznal specifickou
sekvenci, DNA se nenastépilo a v gelu vidime jediny celistvy prouzek [3, 4].

4.5 Genotypizace v genu pro TIMP-2

Pti své praci jsem méla k dispozici jiz izolované vzorky DNA vSech pacienti v souborech.
Nejdiive jsem piipravila mastermix, potfebny pro provedeni reakce PCR. V boxu vyzaieném
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UV svétlem jsem v jednotlivych zkumavkéach vzdy ke 2 ul DNA z jednoho vzorku pfidala 13
ul mastermixu, ktery se na jeden vzorek skladal z:

e 7,4 ul destilované vody

e 1,5 pul pracovniho pufru

e 2.5 ul hofe¢natych kationtt Mg**
e 0,5 ul prvniho primeru

e 0,5 pl druhého primeru

e 0,5 ul nukleotidii

e 0,1 ul Taq polymerazy

Primery byly oligonukleotidové kyseliny, obsahujici v kladném sméru sekvenci 5'-
GCCCAGGGTGTTCTGGATGG-3’ a v zéporném sméru 5'-
CTCCGGCTGATGGCCCCACT-3. Poté jsem vSechny zkumavky nasklddala do
termocyklert, kde probé¢hla reakce PCR. Vznikly produkty o délce 22 1bp. Elektroforézou jsem
ov¢ftila, zda se nasyntetizovalo dostatecné mnozstvi DNA.

Pro stanoveni jednotlivych genotypl ze vzniklého produktu PCR jsem pouzila restrikéni
analyzu. K produktu PCR ve zkumavce se pfida 5 pl mastermixu pro restrikéni analyzu. Ten se
sklada na jeden vzorek z:

e 2.7 ul destilované vody
e 2.0 ul pracovniho pufru
e 0,3 pul restrikéniho enzymu Bsrl

Zkumavky se vlozi do termostatu, ve kterém je dosazeno teploty potfebné k aktivité enzymu,
v tomto ptipad¢ je to 65°C a 4 hodiny probiha Stépeni. Pot¢ je tfeba pomoci elektroforézy urcit
jednotlivé genotypy. Nejdiive jsem uvatila 2% agarosovy gel. V Erlenmayerové barice se vaii
agarosa s pracovnim TBE, dokud neni roztok ¢iry. Zasobni TBE se sklada z:

e 108 gTris

e 55 g Boric acid (kyselina borita)
e 40 ml0,5M EDTA

e destilovand voda

Pracovni TBE se pak fedi v poméru 1:9 s destilovanou vodou. Poté se smés vlije do formy
s pfichystanymi okraji a hiebinkem, vytvafejicim jamky na vzorky, a necha se zatuhnout.
Hotovy gel se vlozi do elektroforetické vanic¢ky. Do piipravenych jamek se pak nanesou vzorky
DNA smichané s pufrem o vyssi hustoté, nez ma pufr ve vanicce, obarvené fluorescencnim
Ethidium Bromidem. Vanicka se pfipoji ke zdroji elektfiny a zaporné nabité vzorky DNA se
dle velikosti svych fragmentti pohybuji rozdilnou rychlosti ke katod¢. Poté vanicku odpojime
od zdroje elektrického proudu a vyjmeme agardésovy gel. Ten ozafime UV zafenim a
vyfotografujeme. Nakonec odecteme jednotlivé genotypy podle délky restrikénich fragmenti
ve srovnani s referencnim zebiickem se zndmym poctem nukleotidii (viz obrazek).
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TIMP2 +853GIA

" B50bp DNA Ladder

™~ 150bp DNA Ladder
~~ 250bp DNA Ladder

Obrazek 8: Fotografie elektroforetického gelu. Na obrazku vidime t#i vzorky od kazdého genotypu (GG, AG, AA). Pri
pritomnosti genotypu GG se jednd o nemutovany genotyp a enzym ho nestépi. Na obrazku se tedy jevi jako jediny celistvy
prouzek a délka jeho fragmentu je 221 bp. V pripadé genotypu AG se alela G nenastépi a mutovana alela A se rozstépi na dva
fragmenty o délce 161bp~+61bp. Jsou kratsi, a proto se pri elektroforéze dostali blize ke katodé nez 221 bp fragment G. Pri
genotypu AA, kdy jsou tedy obé alely mutované, se nastépi na fragmenty o délce 161bp+61bp. Polohu fragmentii srovnavame
s referencnim Zebrickem (DNA Ladder)
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4.6 Genotypizace v genu pro CD147/EMMPRIN

Pti své praci jsem méla k dispozici jiz izolované vzorky DNA vSech pacientii v obou souborech.
Nejdiive jsem pfipravila mastermix, potiebny pro provedeni reakce PCR. V boxu vyzafeném
UV svétlem jsem v jednotlivych zkumavkach vzdy ke 2 ul DNA z jednoho vzorku ptidala 13
ul mastermixu, ktery se na jeden vzorek skladal z:

e 7.4 ul destilované vody

e 1,5 ul pracovniho pufru

e 2,5 ul hofe¢natych kationti Mg?*
e 0,5 ul prvniho primeru

e 0,5 ul druhého primeru

e 0,5 pl nukleotidii

e 0,1 pl Taq polymerazy

Primery byly oligonukleotidové kyseliny, obsahujici v kladném sméru sekvenci 5'-
GAGTCCACTCCCAGTGCTTG-3’ a v zéporném sméru 5'-
CTCGTGAAACACTTCAGAAGGAAAAGA-3. Poté jsem vSechny zkumavky naskladala do
termocyklert, kde prob¢hla reakce PCR. Vznikly produkty o délce 162bp. Elektroforézou jsem
ovérila, zda se nasyntetizovalo dostate¢né mnozstvi DNA.

Pro stanoveni jednotlivych genotypl ze vzniklého produktu PCR jsem pouzila restrikéni
analyzu. K produktu PCR ve zkumavce se pfida 5 pl mastermixu pro restrikéni analyzu. Ten se
sklada na jeden vzorek z:

e 2.7 ul destilované vody
e 2.0 ul pracovniho pufru
e 0,3 pl restrikéniho enzymu Mbol

Restrikéni enzym Mbol, ktery $t€pi sekvenci dle obrazku:

5- . GATC...%
3...CTAG,..5

Obrazek 6: Stépné misto restrikéniho enzymu Mbol[https://www.neb.com/products/r0147-mboi#Legal%20Information]

Pro aktivitu enzymu Mbol je potieba teplota 37°C. Pii restrikéni analyze $tépi fragment
mutované alely A na 137bp+25bp. Zkumavky se vlozi do termostatu, ve kterém je dosaZeno
teploty potiebné k aktivit¢ enzymu a probiha Stépeni. Pokud je pfitomna mutovana alela A,
produkt PCR se rozstépi na dva fragmenty o délkach 137bp a 25bp. Nestépeny 162bp dlouhy
fragment pak pii odecitani genotypt znaci alelu T. Poté se pomoci elektroforézy urci jednotlivé
genotypy stejnym zptisobem jako u TIMP-2.
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CD 147 rs8259 T/A 3% agarose gel, enzym Mbol

Obrazek 7: Fotografie elektroforetického gelu. Na obrazku vidime dva vzorky od kazdého genotypu (TT, AT, AA). Nemutovany
genotyp TT enzym nestépi. Na obrazku se tedy jevi jako jediny celistvy prouzek a délka jeho fragmentu je 162 bp. V pripadé
genotypu AT se alela T nenastépt a mutovana alela A se rozstépi na dva fragmenty o délce 137bp+25bp. Jsou kratsi, a proto
se pri elektroforéze dostali blize ke katodé nez 162 bp dlouhy fragment T. Pri genotypu AA, kdy jsou obé alely mutované, se
obé nastépi na fragmenty o délce 137bp+25bp. Polohu fragmentii srovnavame s referencnim zebrickem umisténym na

fotografii nalevo (DNA Ladder)

4.7 Genotypizace v genu pro MMP-9

U genotypizace pro MMP-9 jsme zkoumali bodovou mutaci v restrikénim misté 279 A/G. Jako
u CD147 jsem pouzila jiz izolovanou DNA pacientii v obou souborech. Jako prvni byla
provedena reakce PCR, na kterou jsem si pfipravila mastermix, skladajici se na jeden vzorek z:

e 9.0 ul destilované vody
e 1,5 pul pracovniho pufru
e 1,5 ul MgCl

e 0,5 ul prvniho primeru

e 0,5 pul druhého primeru
e 0,5ul dNTP

e 0,1 ul Taq polymerazy
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Do kazdé zkumavky jsem si napipetovala 1 pl templatové DNA a k ni pfidala celkem 14 pl
mastermixu. Primery byly oligonukleotidové kyseliny, obsahujici v kladném sméru sekvenci
5-CTCGCCCCAGGACTCTACAC-3’ a v zédporném sméru 5'-
GTGCAGGCGGAGTAGGATT-3. Poté jsem vSechny zkumavky naskladala do termocyklert,
kde probéhla reakce PCR. Vznikly produkty o délce 95bp. Elektroforézou jsem ovéfila, zda se
nasyntetizovalo dostate¢né mnozstvi DNA.

Pro restrik¢ni analyzu byl pouzit enzym Smal. Do kazdé zkumavky naneseme 13-15 pul PCR
produktu. Namichdme mastermix v poméru na jeden vzorek:

e 1,0 pul destilované vody
e 1,7 ul pracovniho pufru pro Smal
e 0,2-0,4 pul restrikéniho enzymu Smal

Do kazdé zkumavky svrchu napipetujeme 3 pl tohoto mastermixu. Zkumavky vlozime do
termostatu, kde prob&hne $tépeni ve specifické sekvenci, kterou enzym rozpoznava (viz
obrézek). Pro aktivitu enzymu je potieba teplota 25°C.

5...CCCGGG...3
3...GGGLCC...5

Obrazek 8:Stépné misto restrikéniho enzymu Smal [https://www.neb.com/products/r0141-smai#Product%20Information]

Pokud je pfitomna mutovand alela G, enzym plivodni 95bp dlouhy produkt PCR rozstépi na
dva fragmenty o délkach 73bp a 22bp. Nemutovanou alelu A enzym nestépi. Elektroforézu
provedeme identickym zptsobem jako u genotypizace pro CD147 v 3% agarosovém gelu. Po
ozafeni UV zafenim a vyfoceni gelu miizeme odecist genotypy, pficemz délky fragmentd u
jednotlivych genotypl potom vypadaji nasledovné:

homozygot/heterozygot | délky fragmenta v bp

AA 95
AG 95+73+22
GG 73422

4.8 Genotypizace v genu pro FVL

Jako u pfedchozi genotypizace CD147 a MMP-9 jsem méla k dispozici izolované vzorky DNA
pacientii s CVD a bez CVD. Nejdiive jsem provedla polymerazovou fetézovou reakci, kdy jsem
do kazdé zkumavky nanesla 2 ul DNA a 13 pl mastermixu, ktery se skladal z:

e 9,9 ul destilované vody
e 1,5 pl pracovniho pufru, ktery obsahoval MgCl,
e 0,5 ul prvniho primeru
e 0,5 ul druhého primeru
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e 0,5ul dNTP
e 0,1 ul Taq polymerazy

Délka PCR produktu byla 224bp. Nasledn¢ jsem provedla restrik¢éni analyzu, pfi niz byl pouzit
restrik¢éni enzym Mnll, ktery $tépi tuto sekvenci:

5 ..CCTC(N).Y..3
3...GGAG(N), ..5

[https://www.neb.com/products/r0163-mnli#Product%20Information]
K 15 pl produktu PCR jsem pfidala 5 pl Mastermixu na restrikéni analyzu, ktery se skladal z:

e 2.7 ul destilované vody
e 2.0 ul pracovniho pufru pro Mnll
e 0,3 ul restrikéniho enzymu MnlI

Pro enzym Mnll je pfi restrikéni analyze potfeba teplota 37°C. Enzym Mnll naStépi
nemutovanou alelu N na 142+45+37bp a mutovanou alelu L na 142+82bp. Nésledné byla
provedena gelova elektroforéza v 2,5% agarosovém gelu. Elektroforeticky gel byl ozafen UV
zafenim a byly odecteny genotypy. Genotyp NN, tedy nemutovany homozygot, mél délky
fragmentt 142+45+37 bp, mutovany homozygot LL potom délky 142+82bp.

4.9 Statistika

Ve vsech sledovanych skupinach byla distribuce genotypt a frekvence alel porovnavana
pomoci ¥ testu a Fisher exakt testu. Distribuce genotypli se porovnavala s Hardyho-
Weinbergovou rovnovahou pomoci ¥ testu. Ke stanoveni rizikovych genotypti a alel jsme
pocitali odds ratio (OR) s 95% konfiden¢nim intervalem. Pro zjisténi significance OR byl pouzit
Fisher exakt test. Sensitivita a specificita vysledkl byla spocitdna pomoci Clinical Calculator 1
(http://faculty.vassar.edu/lowry/clin1.html). Pouzivali jsme programovy balik Statistica v. 12.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK)
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5 VYSLEDKY

5.1 Studie pacienti-kontroly (,,case-control*)

Pfi porovnavani kontrolniho souboru pacientii a souboru pacientii s diagnostikovanym CVD a
polymorfismem TIMP-2 G/A nebyl nalezen zadny signifikantni rozdil v distribuci genotypt
(Pg) ani ve frekvenci alel (Pa) (tabulka2). Nebyly nalezeny zadné rozdily mezi muzi a zenami,
ani rozdily mezi zdravymi a nemocnymi (viz tabulka a obrazek).

TIMP-2 rs&8176329

Genotypy a alely | GG (%) | GA (%) | AA (%) | Pg G A Pa
Pacienti s CVD 47(75) | 16(25) |0(0) 0,317 0,83 0,13 0,585
Muzi (N=63)

Kontrolni soubor | 93 (83) |21 (16) |2 (1) 0,89 0,11

Muzi (N=116)

Pacienti s CVD 72 (83) | 15(17) | 0(0) - 0,91 0,09 0,380
Zeny(N=87)
Kontrolni soubor | 97 (87) | 14 (13) | 0(0) 0,94 0,06

Zeny (N=111)

Tabulka 2: Srovnani genotypii u souboru pacientii s chronickym zilnim onemocnénim a kontrolniho souboru pro TIMP-2

Genotypy TIMP-2: pacienti s CVD vs. kontroly

120
100
80
60
40
20
0
Muzi CVD (N 63) MuZzi Kontroly (N=116) Zeny CVD (N 87) Zeny Kontroly (N=111)
mAA
B GA 25 16 17 13
B GG 75 83 83 87

Obrazekl2: Graf srovnavajici soubor pacientii s chronickym Zilnim onemocnénim a kontrolni soubor pro TIMP-2
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V polymorfismech CD147 a MMP9 jsme neprokazali rozdily mezi pacienty s chronickym
zilnim onemocnénim a kontrolami, ani muZzi ani Zenami. Ani rozdily mezi muzi a zenami
s CVD nebyly signifikantni. Dale jsme neprokazali signifikantni rozdily v distribuci genotypt
ani frekvenci alel ani mezi kontrolnimi muzi a zenami (Tab 2,3).

Clzl)_‘]r47 CEX]I_47 CIX1A47 Celkem
Muzi CVD 31 (50%) 22 (35%) 9 (15%) 62
Muzi kontroly 64 (55%) 46 (40%) 6 (5%) 116
Zeny CVD 38 (43%) 41 (47%) 9 (10%) 88
Zeny kontroly 51 (46%) 48 (43%) 12 (11%) 111
Vsechny skupiny 184 157 36 377

Tabulka 3: Srovnani case-control studie pro CD147 pacienti s CVD vs kontrolni soubor

Case-control- CD147 vs kontroly

120
100 5
E Lo .
80
40
35 a7 43
60
40
20
0
Muzi CVD Muzi kontroly Zeny CVD Zeny kontroly

ETT mAT mAA

Obrazek 13: Graf distribuce genotypii u case-control studie pro CDI147 u pacientii s CVD a kontrolami

Pohlavi MMZQA279 MMZ%Z?Q MM(P;S();279 Celkem
Muzi CVD 23 (37%) 28 (45%) 11 (18%) 62
Muzi kontroly 50 (43%) 45 (39%) 21 (18%) 116
Zeny CVD 34 (39%) 36 (41%) 18 (20%) 88
Zeny kontroly 42 (38%) 52 (47%) 17 (15%) 111
VSechny skupiny 149 161 67 377

Tabulka 4: rozdily case-control: MMP9 279 A/G a CVD
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Case-control MMP-9 279 A/G CVD vs kontroly

100%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Muzi CVD

Obrazek 14:Graf rozdilii u case-control studie: MMP9 279 A/G a CVD

MuZzi kontroly

B MMP-9AA EmMMP-9AG mMMP-9 GG

Zeny CVD

Zeny kontroly

V polymorfismu genu pro FVL jsme nasli signifikantni rozdil v alelické frekvenci faktoru
V Leiden mezi muzi s CVD a kontrolnimi muzi (Pg=0,108, Pa=0,03). Leidenska mutace byla
tedy témet 3x Castéjsi u pacientli s CVD (OR=2,519; 95% konfiden¢ni interval 1,05-7,60;
senzitivita 0,08, specificita 0,97.

'LV,\II' li_\l/\lL FL\I/_L Celkem
Muzi CVD 53 (85%) 8 (13%) 1(2%) 62
Muzi kontroly 109 (94%) 7 (6%) 0 (0%) 116
Zeny CVD 79 (90%) 9 (10%) 0 (0%) 88
Zeny kontroly 104 (93%) 7 (7%) 0 (0%) 111
VSechny skupiny 345 31 1 377

Tabulka 5: rozdily case- control: FVL a CVD

100%

95%

90%

85%

80%

75%

Muzi CVD

Faktor V Leiden CVD vs kontroly

MuZzi kontroly

Zeny CVD

BFVLNN ®mFVLLN FVLLL

Obrazekl5: Case kontrol studie Faktor V Leiden CVD vs. kontroly

Zeny kontroly
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5.2 Studie genotyp-fenotyp

V polymorfismu genu pro TIMP-2 bylo zjisténo, ze pacienti s CVD maji 3,55krat Castéji
pozitivni rodinnou anamnézu CVD, pokud maji genotyp AG. Tento test je vyznamné klinicky
specificky se specificitou 0,91. Lze tedy fici, ze pacient nemé s vysokou pravdépodobnosti
pozitivni rodinnou anamnézu CVD, pokud nema genotyp AG (tabulka 3, obrazek 16). Test m¢l
senzitivitu 0, 26 a sila testu byla 0,580.

41:4 vs 78:27: OR = 3,55 (1.16-10.83); p=0,01

rodinnd anamnéza P2 TIMP-2 Soucet
GG (%) GA (%)
negativni 41 (91) 409 45
pozitivni 78 (74) 27 (26) 105
'VSechny skupiny 119 31 150

Tabulka 6: Srovnani genotypii jednotlivych pacientii ve vztahu k jejich rodinné anamnéze chronického zilniho onemocnéni

Genotyp TIMP-2 a rodinnd anamnéza CVD u pacientt s CVD

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Negativni RA CVD (N=45) Pozitivni RA CVD (N=105)
mGA 9 26
GG 91 74

Obrazek 16: Graf srovndni genotypii jednotlivych pacientii ve vztahu k jejich rodinné anamnéze chronického Zilntho

onemocnéni

Pacienti s diagnostikovanym chronickym Zzilnim onemocnénim maji 3,65krat Castéji nador,
pokud maji genotyp AG, oproti pacientiim s genotypem GG. Tento test je klinicky vyznamné
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specificky se specificitou 0,829, existuje tedy vysoka pravdépodobnost, ze pacient s CVD nema
nador, pokud nema genotyp AG. Senzitivita tohoto testu byla 0,429 a sila testu 0,657.

107/22 vs. 12/9; OR=3,65 (1,37-9,70); P=0,01

nador TIMP-2 TIMP-2 Soucet
GG (%) AG (%)
Nepfitomnost nadoru
107 (83 22 (17 129
s (83) (17)
Ptitomnost nddoru (N=21) 12 (57) 9 (43) 21
'VSechny skupiny 119 31 150

Tabulka 7: Vztah genotypii pacientii k pritomnosti nadoru

Genotyp TIMP-2 a pfitomnost nddoru u pacient(
s CVD

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Pritomnost nadoru Nepritomnost nadoru

(N=21) (N=129)
EGA 43 17
mGG 57 83

Obrazek 17: Graf vztahu genotypui pacientii k pritomnosti nadoru

Ve studii genotyp fenotyp u souboru pacienti s CVD jsme prokazali signifikantni rozdil
v distribuci genotypt i1 frekvenci alel pro polymorfismus CD147 A/T mezi pacienty s CVD
s obezitou a bez ni. Alela T byla témé&f 2x Castéjsi u pacientl s CVD a obezitou.

obezita CI%1T47 C'DA1T47 C%_\M Celkem
Ne 25( 36%) 32(46%) 12 (18%) 69
Ano 44 (54%) 31 (38%) 6 (8%) 81
Ob¢ skupiny 69 63 18 150

Tabulka 8: Studie genotyp/ fenotyp u pacientii s CVD —CD147 a obezita

Pg=0,04, Pa=0,01, proto 82/56 vs 119/43, P=0,007; OR=1,89 (1,16-3,08), senzitivita 0,735,
specificita 0,406, sila testu 0,685
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100%
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Ne (N=69) Ano (N=81)

ETT WAT mAA

Obrazek 18 Vztah genotypu a obezity pro polymorfismus CD147

Déle jsme podle oc¢ekavani pozorovali vysoce signifikantni pfitomnost Leidenské mutace u
pacientl s CVD a trombofilii (Pg=0,0001, Pa=9 . 107 )

Trombofilie T\l\{\ll_ T_\l/\lL FCI/_L Celkem
Ne 125 (91%) 13 (9%) 0 138
Ano 7 (58%) 4 (33%) 1 (9%) 12
Obé skupiny 132 17 1 150

Tabulka 9: Studie genotyp/ fenotyp u pacientii s CVD — vztah FVL a trombofilie

263/13 vs 18/6; OR=6,7 (2,3-18,8); P=0,002, senzitivita 0,25, specificita 0,953

FVL a trombofilie

100%
80%
60%
40%
20%

0%

ne ano
mLL 0 9

mLN 9 33
ENN 91 58

Obrazekl9: Graf znazornujici vztah genotypu faktoru V Leiden vzhledem k trombofilii u pacientit s CVD
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5.3 Studie dvojgenotyp/fenotyp

Dale jsme zjistili, ze maji na chronické zilni onemocnéni vliv nejenom jednotlivé genotypy, ale
také kombinace genotypl navzdjem. K zajimavym vysledkiim jsme dospéli spojenim genotypii
pro CD147 a FVL u pacientek s obezitou. Dvojgenotyp TTNN pro polymorfizmy CD147 a
FVL jsme pozorovali 3 x ¢astéji u pacientek s obezitou oproti pacientkam s CVD, u kterych
obezita pfitomna nebyla.

Obezita |CD147-FVL| CD147-FVL| CD147-FVL | CD147-FVL | CD147-FVL | CD147-FVL | oo
TTNN TTNL ATNN ATNL AANN AANL
Ne 10 (27%) 1(3%) 20 (54%) 0 3 (8%) 3 (8%) 37
Ano 27 (53%) 0 17 (33%) 4 (8%) 2 (4%) 1(2%) 51
Ob¢ skup. 37 1 37 4 5 4 88

Tabulka 10: Studie dvojgenotyp/ fenotyp obezita - zeny s CVD. Pro orientaci v tabulce: FVL — NN — nemutovany homozygot,
NL = heterozygot s mutaci, LL= homozygot s obéma mutovanymi alelami. CD147 — TT = nemutovany homozygot, AT =

heterozygot s mutaci, AA = homozygot s obéma mutovanymi alelami

10/27 vs. 27/24; P=0,01; OR=3,04 (1,22-7,55) pro dvojgenotyp TTNN, senzitivita 0,529,
specificita 0,730, sila testu 0,608.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Ne (N=37) Ano (N=51)

AANL

ETTNN ®TTNL ®mATNN M®ATNL mAANN

Obrazek 20: Graf vztahu dvojgenotypu CDI147 a FVL k obezité u zen s CVD

Dale byl zjistén vztah dvojgenotypt CD147 a MMP-9 k erysipelu, tentokrat ovSem u muzi
s CVD. Bylo zjisténo, Ze pacienti s CVD a dvojgenotypem TTAA maji téméf 8x méné Casto
erysipel oproti pacientlim s jinym dvojgenotypem v téchto dvou polymorfismech.

CD174- | CD174- |CD174-| CD174- | CD174- | CD174- | CD174- | CD174-
Erysipel | MMP-9 | MMP-9 | MMP-9 | MMP-9 | MMP-9 | MMP-9 | MMP-9 | MMP-9 | Celkem
TTAA | TTAG | TTGG | ATAA | ATAG | ATGG | AAAA | AAAG
Ne 10 (26%)| 6 (15%) |5 (13%) | 2(5%) | 9(23%) | 3 (8%) | 4 (10%) 0 39
Ano 1(4%) |8(35%) | 1(4%) | 3(13%) | 3(13%) | 2(9%) | 3(13%) | 2(9%) 23
All Grps 11 14 6 5 12 5 7 2 62

Tabulka 11: Studie dvojgenotyp pro CD147 a MMP9 279 A/G a fenotyp erysipel-muzi s CVD
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10/29 VS 1/22; OR =0,131 (95% K1 0,01-1,11), P=0,03; senzitivita pro dvojgenotyp TTAA =

0,043, specificita 0, 744, sila testu 0,442

100%
80%
60%
40%

20%

0%
Ne (N=39) Ano (N=23)

ETTAA BTTAG BTTGG EATAA BATAG HATGG EAAAA B AAAG

Obrazek 21: Dvojgenotyp CD147 a MMP9 a erysipel — muzi s CVD
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6 DISKUZE

Cilem prace bylo detekovat rizikové varianty genu pro CD 147/ EMMPRIN, MMP-9, TIMP-2
a faktor V Leiden u pacientd s chronickym Zzilnim onemocnénim.

TIMP-2 rs8176329, +853G/A

Nepodatilo se nam najit zadnou studii, kterd by méla srovnatelny soubor pacientii a zaroven
zkoumala stejny polymorfismus genu pro TIMP-2, tedy studii, jejimz souborem pacientli by
byli pacienti s CVD a ktera by zkoumala TIMP-2 rs8176329 (+853 G/A) polymorfismus. Nasli
jsme ovSem studie, které zkoumaly stejny polymorfismus v souvislosti s odliSnym
onemocnénim:

Ve studii case-control byla zkouména souvislost polymorfismu pro TIMP-2 rs8176329
s chronickou obstrukéni plicni nemoci (COPD) v tuniské populaci. Frekvence genotypt se
signifikantné liSila u pacienti s COPD a u kontrolnich pacientti (P = 0.029). Rozdily v alelické
frekvenci nebyly signifikantni [67]. Tato studie navazovala na stejny vyzkum v japonské
populaci a potvrdila jeho vysledky. V japonské studii bylo navic prokazano, Ze pacienti
s COPD meli signifikantné vyssi alelickou frekvenci pro alelu G ve srovnani s kontrolni
skupinou. Geneticky polymorfismus TIMP-2 tak miize souviset s rizikem onemocnéni COPD
[68].

Dale byly zkouméany jiné polymorfismy TIMP-2:

Xu et al. zkoumal moznou asociaci mezi polymorfismy v promotorové oblasti MMP-9 a TIMP-
2 a rizikem vzniku varixti v ¢inské populaci. Byla zjisténa asociace polymorfismu genu pro
TIMP-2 s varixy. Rovnéz byla prokazana signifikantni korelace mezi pacienty s varixy a
kontrolnim souborem v polymorfismu MMP-9 (-1562C/T). Vysledky této studie ukazuji, ze
polymorfismus v promotorové oblasti MMP-9 a TIMP-2 je spojen se vznikem varixi v ¢inské
populaci [23].

Podobnou studii provedl Kunt et al. vturecké populaci. Zkoumal rovnéz vztah mezi
polymorfismem MMP-9 (-1562 C/T) a TIMP-2(418 G/C) a rizikem vzniku varixti. Bylo
zjisténo, ze TIMP-2 -418 C alela je spojena se zvySenym rizikem vzniku varixti (p=0.007).
Rovnéz bylo prokadzano, Ze frekvence GG genotypu je signifikantné vyssi v kontrolnim souboru
nez ve skupiné pacientii (odds ratio=0.333, 95% konfiden¢ni interval=0.14-0.78, p=0.012) [24].

Nekteti autoti zkoumali hladinu TIMP-2 v exsudatu bércového viedu. Zjistili, ze nehojici se
bércové viedy jsou spojeny s nizsi hladinou TIMP-2 v raném exsudatu [25].

Nedavno byly publikovany vysledky studie, ktera zkoumala zanétlivé a proteolytické
biomarkery pfi hojeni ran u CVD [26, 27]. Bylo zjisténo, Ze exsudat z ulcerace v zanétlivé fazi
obsahuje signifikantné vyssi koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-12, TIMP-1, a TIMP-2 ve
srovnani s exsudatem z ulcerace v granulacni fazi hojeni. Déle bylo prokazéano, Ze exsudat
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v granulacni fazi hojeni Zilniho bércového viedu obsahuje signifikantné vyssi hladiny MMP-1,
MMP-7, MMP-13, and TIMP-4 ve srovnani s exsudatem v zanétlivé fazi hojeni [27].

Caimi et al. zkoumala hladinu plasmatické koncentrace MMP-2, MMP-9 a jejich inhibitorii
(TIMP-1 and TIMP-2) u pacienta s zilnimi bércovymi viedy. Plazmaticka koncentrace jak
MMP, tak TIMP-1 a TIMP-2 byla signifikantn¢ vyssi u pacientii s bércovymi viedy nez u
kontrolnich pacientt [28].

V souvislosti s nasimi vysledky, kdy pacienti s CVD a genotypem AG maji vyrazné vyssi
vyskyt tumoru, jsme nasli préci, zabyvajici se expresi a vyznamem MMPs a TIMPs v souboru
pacientll s nemelanomovymi koznimi nadory (NMSC — nonmelanoma skin cancer), tj.
bazaliomy a spinaliomy. V této praci bylo prokdzano, ze exprese TIMP-1 a TIMP-2 je
statisticky signifikantn€ niz$i v kizi u pacienti s nemelanomovymi koznimi nadory (NMSC)
nez v kizi pacient bez NMSC (P <0.01). Déle bylo zjisténo, ze exprese TIMP-1 a TIMP-2
v koznim vzorku je statisticky signifikantné¢ niz§i u skupiny spinaliomi nez u skupiny
bazaliomt (P<0.01). Lze tedy predpokladat, ze MMP-2, MMP-9 a TIMP-2, TIMP-1 mohou
hrat dualezitou roli pii vzniku, progresi, invazi a metastdzovani nemelanomovych koznich
nadora [22].

Polymorfismus MMP-9 A/G (R/Q)

Fang et al. zkoumali vliv polymorfismu MMP-9 279 R/Q na kolorektalni karcinom v ¢inské
populaci. Prokazali, Ze jedinci s nemutovanou alelou R byli dvakrat vice nachylni ke vzniku
kolorektalniho karcinomu (OR = 1.737, 95% KI = 1.323-2.281, p < 0.001) ve srovnani
s kontrolni skupinou. Navic genotyp RR koreloval se zvySenym rizikem kolorektalniho
karcinomu oproti pacientiim s genotypem QQ (OR =2.213, 95% KI = 1.248-3.926, p = 0.006),
coz potvrdilo pfedchozi vysledek [55].

Li et al. zkoumali vliv béznych polymorfismii v matrix metaloproteinazach, vcetné
polymorfismu MMP-9 279 R/Q, na periodontitidu. Studie zahrnovala 17 polymorfismii a
soubor pacientl sestaval z 2399 pacientl s periodontitidou a 2002 kontrol. Nebyla nalezena
zadna souvislost mezi periodontitidou a polymorfismy matrix metaloprotenaz [59].

Ve studii zkoumajici vliv polymorfismi MMP-9 279 R/Q a C-1562T na chronickou obstrukéni
plicni nemoc (COPD) v tuniské populaci bylo zjisténo ze polymorfismus 279 R/Q ma vliv na
vznik a zdvaznost onemocnéni. Genotyp AA byl spojen s horsi funkci plic [60].

Polymorfismus CD147 rs8259 T/A

Pomérné nedavno byla publikovana studie, jejiz autofi zkoumali vliv bodové mutace rs8259
CD147 T/A u pacientt s akutnim koronarnim syndromem(AKS) a u kontrolni skupiny. Bylo
zjisténo, ze genotyp TT a alela T byla vyrazné¢ méné zastoupena u pacientll s AKS nez u
ostatnich skupin. V patogenezi onemocnéni dochéazi ke zvysené expresi CD147. Bylo zjisténo,
ze alela T mlze snizovat riziko vzniku AKS, diky zamezeni exprese CD147 [34].
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V roce 2017 byla otisknuta studie, zkoumajici vliv polymorfismu genu pro CD147 rs8259 na
pacienty s chronickym zilnim selhdnim v ¢inské populaci. Bylo zahrnuto 922 dospélych
pacienti a 1107 kontrol. BSG rs8259 TT genotyp koreloval s niz§im rizikem chronického
Zilniho selhani (odds ratio = 0.83, 95% KI = 0.72-0.96, p = 0.010), zejména pak u pacientil
s Zilni hypertenzi (odds ratio = 0.80, 95% KI1=0.68-0.95, p =0.011) a u pacienti s ischemickou
chorobou srde¢ni (odds ratio = 0.81, 95% KI=0.69-0.96, p = 0.013). Nemutovana T alela byla
také spojena s nizsi hladinou BSG mRNA v celém krevnim ob&hu [56].

Wu et al. zkoumali polymorfismus rs8259 pro CD147 u pacientl s psoridzou a kontrolniho
souboru. Hladina CD147 byla u psoridzy zvySend. Nemutovana alela T signifikantné snizovala
nachylnost k psoridze (odds ratio = 0.758, 95% KI 0.638-0.901, p = 0.002). Polymorfismus
rs8259 se nachéazi vregionu slouzicimu k navdzani miR-492 (MicroRNA). MiR-492 byla
schopnd interagovat se sekvenci CD147 kterd v rs8259 obsahovala nemutovanou alelu T, avsak
nikoli se sekvenci obsahujici mutovanou alelu A. Daéle byla exprese CD147 v perifernich
krevnich mononuklearnich buiikach signifikantné vyssi u pacientli s genotypem AA, nez u téch
s genotypem TT. Tyto vysledky naznacuji, Ze miR-492 mitize fyziologicky potlacit expresi
CD147 [63].

Nedavno byla otisknuta studie zkoumajici souvislosti vice polymorfismtit CD147, mezi nimi i
rs8259, a rozvoje karotickych aterosklerotickych plakli u pacientd s mozkovym infarktem
v ¢inské populaci. Polymorfismy rs4919862, rs8637 and rs8259 vykazovaly silné vazebné
disekvilibrium, a mohou byt proto spojeny se vznikem aterosklerotickych plakt [64].

Faktor V Leiden

Bylo zjisténo, Ze pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou tromboézy a Leidenskou mutaci jsou
vice nachylni ke vzniku Zilniho bércového viedu [61].

Byla publikovana studie zkoumajici tromboembolickou nemoc (TED), kterd je jednou
z hlavnich pfic¢in morbidity a mortality v zdpadnim svété. Pacienti s tromboembolickou nemoci
byli rozd¢leni do tfi skupin, podle toho, jestli méli Zilni trombdzu, arteridlni trombozu anebo
smiSenou trombozu. Nebyl nalezen signifikantni rozdil v prevalenci FVL u Zilni a arterialni
trombozy, coz naznacuje, Ze FVL by mohl byt rizikovym faktorem i pro arteridlni trombdzu.
Pacienti s Leidenskou mutaci a TED méli dvakrat vyssi riziko vzniku zilni trombozy [65].

Cushman et al. zjistili, Ze faktor V Leiden je jednim z rizikovych faktorti pro vznik a progresi
periferniho onemocnéni zil. Také potvrdili, Ze mnoho rizikovych faktor je spole¢nych jak pro
zilni trombozu, tak pro periferni onemocnéni zil [66].

JelikoZ bércové viedy zvusuji riziko trombofilie az o 75 %, byla provedena studie, zkoumajici
trombofilii u pacientd s bércovymi viedy. Pacienti byli rozd€leni do dvou skupin na star$i a
mladsi (<50 let) podle projevu prvniho bércového viedu. Pacienti s niz§im vékem pii zacatku
onemocnéni méli vyssi riziko opakovanych trombofilii (>3), Castéjsi pozitivni rodinnou
anamnézu a vyssi prevalenci Leidenské mutace nez druhé skupina [69].
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Byla publikovéna studie zahrnujici vice nez 11 000 pacientti a 21 000 kontrol, kterd zkoumala
vliv genetickych polymorfismti faktoru V Leiden, prothrombinu (PT20210A) a C677T
MTHFR na Zilni tromboembolickou nemoc. Studie vznikla spojenim dat z mnoha mensich
studii, které jiz byly dfive uveiejnény. U nositeli AG genotypu pro FVL bylo riziko VTU
4,2krat vyssi a pro nositele homozygotniho GG dokonce 11,45krat vyssi [70].
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7 ZAVER
TIMP-2 +853 G/A

V souladu s nasimi vysledky by mély byt déti z rodin, ve kterych maji rodice CVD a soucasné
genotyp AG pro polymorfismus TIMP-2 rs8176329 G/A geneticky vySetfeny a sledovany, aby
u nich také nepropuklo onemocnéni. Primarni prevenci je v tomto piipadé aktivni a zdravy
zivotni styl. Velmi dilezity je pro pacienta dostatek pohybu, ktery aktivuje zilné-svalovou
pumpu a posiluje svalstvo dolnich koncetin, ¢imz se snizuje riziko zilniho refluxu.

Pokud by se vysledky znovu prokdzaly na vétsim souboru pacientl, bylo by vhodné pacienty
s CVD a soucasné s genotypem AG pravidelné preventivné vysetfovat, protoze tato skupina
pacienti ma na zaklad¢ této prace vysokou pravdépodobnost vzniku nadoru. Bylo by tedy
mozné nador zachytit v Casné fazi, zabranit jeho dalsi progresi, a zlepsit tak 1é¢ebné vysledky
a preziti pacienti.

Faktor V Leiden 1961G/A

Prokézali jsme signifikantni rozdil v alelické frekvenci faktoru V Leiden mezi muzi a kontrolni
skupinou muzt. Leidenska mutace byla témétf 3x castéjs$i u muzskych pacientii s CVD, a to
s klinicky velmi vyznamnou specificitou 0,97. Lze tedy fici, Ze muzsky pacient s velmi vysokou
pravdépodobnosti nebude mit Leidenskou mutaci, pokud neméa CVD. Naopak muzi s Leiden-
skou mutaci maji vétsi riziko vzniku a progrese CVD, mélo by se proto u nich dbat na zvysenou
prevenci a spravnou Zivotospravu.

Dale jsme podle ocekavani pozorovali vysoce signifikantni ptitomnost Leidenské mutace u pa-
cientli s CVD a trombofilii (OR=6,7) ve studii genotyp/fenotyp. Tento vysledek potvrzuje vy-
sledek ptedchozi a koreluje s faktem, ze Leidenskd mutace je vyznamnym rizikovym faktorem
pro vznik trombofilie. I zde byla statisticky velmi vyznamna specificita 0,953, 1ze tedy fici, ze
pacient s CVD, ktery nema mutovanou alelu L, nemé velmi pravdépodobné trombofilii.

Obezita

Ve studii genotyp/fenotyp jsme u polymorfismu CD147 rs8259 T/A prokazali signifikantni roz-
dil v distribuci genotypti i frekvenci alel mezi pacienty s CVD s obezitou a pacienty bez obe-
zity. Nemutovand alela T byla téméf 2x Castéjsi u pacientti s CVD a obezitou. Ve studii dvoj-
genotyp/fenotyp pro polymorfismy CD147 a faktor V Leiden jsme pozorovali 3x ¢astéji dvoj-
genotyp TTNN (pro oba polymorfismy nemutovani homozygoti) u pacientek s CVD a obezitou
oproti pacientkam s CVD, které obezitou netrpély.

Pacienti s alelou T a soucasn¢ pacientky s dvojgenotypem TTNN jsou tedy nachylnéjsi k obe-
zit€ a pacient by mél vice dbat na svou Zivotospravu, aby se u néj obezita nerozvinula. Podobné
jako u chronického Zilniho onemocnéni, i zde je zésadni zdravy Zivotni styl, zejména zdrava
strava a dostatek pohybu. Obezita pak zpétn¢ negativné ovliviiuje a zhorsuje prabeh chronic-
kého zilnitho onemocnéni a je jednim z rizikovych faktor pro vznik chronického bércového
viedu, ktery se obtizn¢€ hoji a zhorSuje kvalitu zivota pacienta.
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Erysipel

Erysipel (riize) je akutni bakterialni infekce kize a podkozi. Casto byva u komplikaci chronic-
kych ran, a tedy i Zilnich bércovych viedl. Ve studii dvojgenotyp/fenotyp pro CD147 a MMP-
9279 A/G mé¢li pacienti s CVD a dvojgenotypem TTAA (pro oba polymorfismy nemutovany
homozygot) 7,6x mén¢ Casto erysipel oproti pacientiim s jinym dvojgenotypem v téchto dvou
polymorfismech. Dvojgenotyp TTAA je tedy pro pacienta s CVD protektivni variantou, tzn. Ze
jsou pacienti s dvojgenotypem TTAA mén¢ nachylni ke vzniku erysipelu.
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