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Asociace polymorfizmů v genu pro matrix 
metalloproteinázu-2 a tkáňový inhibitor 
metalloproteinázy-2 s roztroušenou sklerózou

An Association between Matrix Metalloproteinase-2 and TIMP-2 
+853G/A Gene Polymorphisms and Multiple Sclerosis

Souhrn
Úvod: Matrix metalloproteinázy (MMPs) hrají důležitou roli v imunopatogenezi roztroušené skle-
rózy (RS). Významně se podílejí na progresi zánětlivého procesu, porušení hemato-encefalické 
bariéry, formování zánětlivých RS lézí a demyelinizaci. Jedná se zejména o metalloproteinázu-9 
(MMP-9) a metalloproteinázu-2 (MMP-2), exprimované T lymfocyty a monocyty, které jsou převa-
žující populací zánětlivých buněk v aktivních demyelinizačních plakách. V naší předchozí studii jsme 
prokázali hraniční asociaci polymorfizmu MMP-2-1575G/A s RS. Jiné studie zabývající se vztahem 
genetických polymorfizmů lokalizovaných v genech pro MMP-2 a tkáňový inhibitor metalloprotei-
názy-2 (TIMP-2) s RS dosud nebyly provedeny. Cíl: Cílem práce bylo určit asociační vztah genetic-
kých polymorfizmů (–168G/T, –735C/T) lokalizovaných v genu pro MMP-2 a polymorfizmu +853 
G/A v genu pro TIMP-2 s vnímavostí k RS; nalézt možné rozdíly mezi pohlavími a zjistit, zda ovliv-
ňují tíži onemocnění a stupeň postižení. Soubor a metodika: Do studie bylo zařazeno 240 pacientů 
s RS, diagnostikovanou dle McDonaldových kritérií, kontrolní soubor byl tvořen 135 zdravými je-
dinci. Klinický stav byl hodnocen pomocí Expanded Disability Status Scale (EDSS), stupeň postižení 
byl kvantifikován pomocí Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS). Genotypizace byla provedena 
metodou polymerázové řetězové reakce a restrikční analýzou. Výsledky: Byla prokázána hraniční 
asociace v distribuci TIMP-2 +853G/A genetického polymorfizmu s rizikem rozvoje relabující- 
-remitentní RS (Pg = 0,04), odds ratio (OR) 1,46; 95% Confidence Interval (CI): 0,91–2,36). V dis-
tribuci ostatních vyšetřených polymorfizmů asociace nalezena nebyla. Nebyl zjištěn rozdíl mezi 
pohlavími ani asociace s tíží onemocnění. Závěr: Vyšetřené polymorfizmy nejsou rizikovým fakto-
rem vnímavosti k RS v české populaci.

Abstract
Background: Matrix metalloproteinases (MMPs) play an important role in the immunopathogen-
esis of multiple sclerosis (MS). They are notable contributors to the progression of inflammatory 
process, blood-brain barrier disruption, formation of MS lesions and demyelination. The matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9) and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) are the most important. 
They are expressed by T-lymphocytes and monocytes, the predominant group of inflammatory 
cells in active demyelinating plaques. In our previous study, we demonstrated a borderline asso-
ciation of MMP-2-1575G/A gene polymorphism with MS susceptibility. To date, no other genetic 
association study involving MMP-2 and (tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2) genes 
variability and MS have been carried out. Objective: The aim of this study was to investigate the 
possible association of MMP-2 (–168G/T, –735C/T) and TIMP-2 (+853G/A) gene polymorphisms 
with MS susceptibility; to find potential gender differences; and to investigate whether these 
polymorphisms influence disability. Materials and methods: A study group consisted of 240 pa-
tients fulfilling McDonald’s criteria of MS, a control group consisted of 135 healthy volunteers. 
Clinical status was evaluated with the Expanded Disability Status Scale (EDSS) and the disease 
severity was calculated using the MS Severity Score (MSSS). Polymerase chain reaction (PCR) 
methods and restriction analysis were used for genotyping in MMPs genes. Results: We demon
strated a borderline association between TIMP-2 +853G/A gene polymorphism and a risk of de-
veloping relapsing-remitting MS (Pg = 0.04), odds ratio (OR), 1.46; 95% confidence interval (CI):  
0.91–2.36). Other polymorphisms were associated neither with MS susceptibility nor with the 
disease phenotype. No association with disability was found. Conclusion: MMP-2 and TIMP-2 
gene polymorphisms are not a risk factor for MS susceptibility in the Czech population. 
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Úvod
Roztroušená skleróza mozkomíšní (RS) je 
chronické, zánětlivé, autoimunitní one-
mocnění centrálního nervového sys-
tému  (CNS), vedoucí ke ztrátě myelinu 
v zánětlivých ložiscích bílé hmoty a posti-
žení axonů [1]. 

Jedná se o  komplexní onemocnění, 
jehož rozvoj a progresi ovlivňuje několik 
patofyziologických procesů, které nejsou 
rovnoměrně zastoupeny u jednotlivých pa-
cientů a podmiňují různý klinický průběh, 
prognózu a efekt léčby [2]. Migrace aktivo-
vaných lymfocytů, makrofágů, zánětlivých 
buněk, autoprotilátek a  komplementu 
přes hemato-encefalickou bariéru (HEB) 
do CNS je považováno za klíčové pro ak-
tivitu onemocnění a formování zánětlivých 
RS lézí [3,4]. Důležitou roli v tomto procesu 
hrají adhezivní molekuly, chemokiny a ma-
trix metalloproteinázy (MMPs).

MMPs jsou enzymy, které se podílejí na 
remodelaci tkání za normálních i patolo-
gických stavů a  jsou schopné degrado-
vat většinu proteinových složek základní 
mezibuněčné hmoty [5–7]. Je známo nej-
méně 26 MMPs [8,9], jejichž exprese byla 
zjištěna v různých buněčných populacích, 
zejména v T  lymfocytech, monocytech 
a B lymfocytech [5,6]. Matrix metallopro-
teináza-2 (MMP-2), nazývaná také jako 
gelatináza A, hraje důležitou roli v pato-
fyziologii RS. Dosavadní studie prokazují, 
že se spolu s matrix metalloproteinázou-9 
(MMP-9) významně podílí na porušení 
HEB a  štěpení myelinového bazického 
proteinu [5,10–12] u RS a experimentální 
autoimunitní encefalomyelitidy [13–16].

MMP-9 hraje významnou roli také v pa-
togenezi mnoha dalších, zejména auto
imunitních onemocnění – např. u  sys-
témového lupusu, revmatoidní artritidy, 
systémové sklerózy, arteriosklerózy a kar-
diovaskulárních onemocnění [17]. Byla 
zjištěna zvýšená exprese MMP-9 v nesta-
bilních plakách ve studii 41 pacientů po 
endarterektomii [18]. Další experimen-
tální studie na zvířecím modelu prokázala 
signifikantně zvýšenou expresi MMP-9 
v kortexu ischemického ložiska po podání 
intravenózní trombolýzy s užitím tkáňo-
vého aktivátoru plazminogenu [19].

Gelatináza A  je exprimována nejen 
periferními leukocyty, ale také astro-
cyty, neurony a endoteliálními buňkami 
v CNS  [20–23]. Byla prokázána zvýšená 
exprese MMP-2, tkáňového inhibitoru 
metalloproteináz-2 (TIMP-2) a  MMP-14 

monocyty u RS pacientů ve srovnání se 
zdravými jedinci [6]. Vzhledem k tomu, že 
monocyty se v CNS transformují na mak-
rofágy a mikroglii, které tvoří hlavní po-
pulaci zánětlivých buněk v aktivních de-
myelinizačních plakách [6], MMP-2 se 
pravděpodobně významně podílí na pro-
gresi zánětlivého procesu a  vlastního 
onemocnění.

Byla nalezena zvýšená hladina MMP-2 
v  séru [24,25] u  primárně progresivní 
RS, zvýšená exprese mRNA v  perifer-
ních mononukleárech (PBMC) u RS pa-
cientů [14] a v chronických demyelinizač-
ních lézích [15,26,27]. Autoři Fainardi et 
al (2009) prokázali zvýšenou hladinu ak-
tivní MMP-2 intratékálně a zvýšený poměr 
MMP-2/TIMP-2 v  mozkomíšním moku 
a séru u RS pacientů ve srovnání s nezá-
nětlivými a jinými zánětlivými stavy [28].

Exprese a aktivita MMPs je regulována 
na několika úrovních: genové exprese; 
transkripce, zahrnující cytokiny a růstové 
faktory [5,6,8,29,30]; aktivace proen-
zymu; sekrece enzymu [31,32]; je inhi-
bována specificky tkáňovými inhibitory 
(TIMPs), které se váží na proformy nebo 
aktivované MMPs a  nespecificky alfa-2 
makroglobulinem. Dochází k  modifiko-
vané expresi genů kódujících tyto pro-
teiny. Mutace těchto genů pravděpo-
dobně ovlivňuje stupeň exprese, stabilitu 
mRNA a vlastnosti daných proteinů, což 
může ovlivnit etiopatogenezi procesu.

V naší předchozí studii jsme prokázali 
hraniční asociaci polymorfizmu MMP-2 
–1575G/A  s RS  [33]. Jiné studie za-
bývající se vztahem genetických poly-
morfizmů lokalizovaných v  genech pro 
MMP-2 a TIMP-2 s RS dosud nebyly pro-
vedeny. Z  tohoto důvodu jsme vyšetřili 
další funkční polymorfizmy lokalizované 
v těchto kandidátních genech. 

Cílem práce je analýza genetických poly-
morfizmů (–168G/T, –735C/T) lokalizova-
ných v genu pro MMP-2 a polymorfizmu 
+853 G/A v genu pro TIMP-2, stanovení 
frekvence alel a  genotypové distribuce 
ve studovaném souboru. Určit asociační 
vztah s vnímavostí k RS; nalézt možné roz-
díly mezi pohlavími a zjistit, zda ovlivňují 
tíži onemocnění a stupeň postižení. 

Materiál a metodika
Charakteristika souboru 
Demografická data jsou shrnuta v tab. 1.

Jedná se o  studii typu case-control. 
Bylo do ní zařazeno 375 jedinců, 240 pa-
cientů s RS, diagnostikovanou dle revido-
vaných McDonaldových kritérií [34], prů-
měrný věk 38 ± 10,2 let (x ± SD), 181 žen 
a 59 mužů. Průměrná délka onemocnění 
činila 7,5 ± 6,3 let (x ± SD). Kontrolní sou-
bor byl tvořen 135 zdravými jedinci, prů-
měrný věk 36 ± 11,9 let (x ± SD), 85 žen 
a  50 mužů. Klinický stav byl hodnocen 
pomocí Expanded Disability Status Scale 
(EDSS) mimo ataku [35]. Stupeň posti-
žení byl spočítán podle Multiple Sclero-
sis Severity Score (MSSS) (graf 1) [36]. 
Nemocní byli rozděleni podle formy one-
mocnění do skupin následovně: 182 pa-
cientů s  relabující remitentní RS (RRRS), 
32 nemocných s sekundárně chronicko-
progresivní RS (SPRS) a  26 nemocných 
s primárně progresivní RS (PPRS) formou 
onemocnění. 

Všichni pacienti byli vyšetřeni ve spe
cializovaném centru pro RS stejným lékařem 
(YB). Studie byla schválena etickou komisí 
FN Brno a všichni jedinci podepsali informo-
vaný souhlas před vstupem do studie.

Genetická analýza
Genotypizace byla provedena me-
todou polymerázové řetězové re-

Tab. 1. Demografická data.

Skupina n Věk 
x ± SD

EDSS 
x ± SD

MSSS 
x ± SD

Muži/ženy

RS 240 38,5 (10,2) 3,5 (1,8) 5,6 (2,3) 59/181

RRMS 182 35 (8,8) 2,7 (1,1) 4,8 (2,1) 40/142

SPMS 32 46 (10,1) 5,6 (1,2) 7,1 (1,8) 9/23

PPMS 26 48 (10,1) 6,1 (1,3) 7,8 (1,6) 10/16

kontroly 135 36 (11,9) - 50/85

RS – roztroušená skleróza; RRRS – relabující-remitentní roztroušená skleróza; SPRS – se-
kundárně-progresivní roztroušená skleróza; PPRS – primárně progresivní roztroušená 
skleróza; EDDS – Expanded Disability Status Scale
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akce (PCR) a  restrikční analýzou. DNA 
byla izolována z  leukocytů periferní 
krve pomocí metody s  využitím protei-
názy K. Izolace DNA spočívala v  lýze 
buněk v  roztoku, který obsahuje 10 
mM Tris-HCl (pH = 8,5); 0,1% SDS; 
0,1 mg/ml proteinázy K. Proteináza K  
byla odstraněna extrakcí fenolem a po 
etanolové precipitaci a vysušení byl vzo-
rek DNA rozpuštěn v TE pufru (10 mM 
Tris-Cl pH = 8,1 mM EDTA pH = 8).

Detekce polymorfizmů (–168G/T, 
–735C/T) v genu pro MMP-2 a polymor-
fizmu +853G/A v genu pro TIMP-2 byla 
provedena pomocí PCR se specifickými 
primery navrženými původními autory 
[37,38] a následné restrikční analýzy spe-
cifickými endonukleázami. Popis meto-
diky je uveden v tab. 2 a 3.

Statistické hodnocení
K testování rozdílů mezi vybranými skupi-
nami nemocných nebo asociacemi mezi 
sledovanými parametry byly použity tyto 
statistické techniky: Normální rozložení 
bylo testováno Kolmogorov-Smirnovo-
vým testem normality. Normální rozlo-
žení dat bylo prezentováno jako průměr 
± směrodatná odchylka (x ± SD). 

Vzhledem k  tomu, že distribuce vět-
šiny získaných hodnot se lišila od nor-
málního rozložení, byly dále použity ne-
parametrické testy. V case-control studii 
bylo provedeno srovnání mezi genovou 
distribucí a  alelovou frekvencí ve sku-
pině nemocných a  kontrolní skupině. 
K testování rozdílů mezi vybranými pod-
skupinami nemocných byla použita Har-
dyho-Weinbergova rovnováha, rozdíly 

v genové distribuci byly testovány chí-
kvadrát (χ2) testem a v alelové frekvenci 
polymorfizmů jednotlivých nukleotidů 
Fisherovým exaktním testem. Pro ordi-
nární kategorické proměnné byl použit 
nepárový test ANOVA. Odds Ratio (OR), 
95% Confidence Interval (CI) a  signifi-
kance hodnot byla spočítána běžnými 
metodikami. 

Pro mnohočetné srovnání byla spočí-
tána Bonferroniho korelace (Pcorr). Pro 
zjištění korelačního vztahu mezi genotypy 
a tíží onemocnění vyjádřenou EDSS a stup-
něm postižení vyjádřenou MSSS byl použit 
Kruskal-Wallisův ANOVA test. Pro všechny 
analýzy byla považována za statisticky sig-
nifikantní hodnota p ≤ 0,05. Ke zpracování 
výsledků byl použit program STATISTICA 
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA), verze 8.

EDSS

years 0 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5

1 0,67 2,44 4,30 5,87 7,08 7,93 8,64 9,09 9,35 9,50 9,63 9,74 9,84 9,90 9,94 9,97 9,98 9,98 9,99

2 0,53 2,01 3,69 5,24 6,46 7,27 7,98 8,58 8,95 9,18 9,38 9,59 9,79 9,88 9,93 9,97 9,99 9,99 9,99

3 0,45 1,77 3,34 4,82 6,00 6,81 7,54 8,14 8,55 8,83 9,07 9,35 9,63 9,77 9,86 9,92 9,97 9,98 9,99

4 0,35 1,45 2,87 4,27 5,41 6,24 6,98 7,65 8,12 8,42 8,70 9,08 9,47 9,68 9,80 9,88 9,95 9,98 9,99

5 0,30 1,28 2,60 3,90 4,95 5,79 6,58 7,26 7,75 8,08 8,38 8,83 9,32 9,60 9,76 9,86 9,95 9,98 9,99

6 0,25 1,13 2,33 3,54 4,55 5,38 6,14 6,81 7,33 7,66 7,98 8,50 9,08 9,45 9,68 9,81 9,93 9,97 9,99

7 0,24 1,04 2,10 3,17 4,13 4,96 5,75 6,46 6,98 7,32 7,65 8,24 8,91 9,33 9,59 9,76 9,90 9,95 9,99

8 0,21 0,94 1,92 2,93 3,81 4,57 5,36 6,10 6,61 6,95 7,32 7,97 8,71 9,21 9,55 9,74 9,89 9,96 9,99

9 0,21 0,88 1,76 2,65 3,45 4,17 4,93 5,64 6,14 6,50 6,90 7,65 8,53 9,09 9,47 9,70 9,87 9,95 9,99

10 0,19 0,78 1,53 2,34 3,10 3,79 4,55 5,28 5,77 6,14 6,58 7,39 8,31 8,92 9,34 9,61 9,83 9,94 9,99

11 0,17 0,71 1,40 2,13 2,82 3,46 4,21 4,94 5,42 5,82 6,30 7,18 8,15 8,79 9,24 9,52 9,78 9,92 9,98

12 0,16 0,64 1,28 1,98 2,64 3,25 3,94 4,63 5,13 5,54 6,03 6,92 7,93 8,63 9,13 9,43 9,71 9,88 9,97

13 0,13 0,57 1,14 1,80 2,44 3,05 3,70 4,38 4,91 5,32 5,80 6,74 7,83 8,55 9,03 9,34 9,65 9,85 9,96

14 0,11 0,49 1,03 1,70 2,33 2,91 3,55 4,26 4,82 5,23 5,70 6,56 7,59 8,34 8,86 9,20 9,57 9,82 9,95

15 0,10 0,45 0,99 1,64 2,26 2,82 3,44 4,14 4,68 5,09 5,51 6,33 7,41 8,17 8,70 9,11 9,51 9,78 9,95

16 0,09 0,38 0,85 1,42 1,99 2,56 3,17 3,86 4,41 4,81 5,18 6,00 7,14 7,97 8,54 9,04 9,49 9,75 9,94

17 0,05 0,32 0,76 1,28 1,77 2,30 2,95 3,65 4,17 4,55 4,94 5,74 6,89 7,77 8,38 8,99 9,52 9,79 9,96

18 0,04 0,26 0,66 1,12 1,57 2,09 2,70 3,37 3,89 4,27 5,62 5,43 6,62 7,54 8,23 8,94 9,51 9,78 9,96

19 0,05 0,28 0,63 1,00 1,39 1,89 2,50 3,19 3,72 4,12 4,49 5,35 6,59 7,51 8,22 8,98 9,57 9,81 9,96

20 0,05 0,26 0,59 0,94 1,29 1,71 2,29 2,99 3,51 3,93 4,30 5,15 6,43 7,45 8,23 8,98 9,58 9,80 9,95

21 0,05 0,30 0,66 1,02 1,39 1,77 2,34 2,97 3,43 3,83 4,21 5,09 6,35 7,33 8,08 8,87 9,49 9,77 9,96

22 0,04 0,23 0,54 0,90 1,28 1,66 2,20 2,82 3,29 3,69 4,09 5,04 6,35 7,35 8,10 8,84 9,42 9,73 9,95

23 0,05 0,27 0,58 0,91 1,26 1,64 2,19 2,78 3,21 3,69 4,19 5,16 6,47 7,46 8,20 8,87 9,43 9,75 9,95

24 0,05 0,24 0,52 0,86 1,25 1,63 2,15 2,71 3,09 3,52 4,01 5,03 6,36 7,38 8,15 8,81 9,39 9,74 9,96

25 0,05 0,23 0,47 0,77 1,15 1,56 2,05 2,53 2,84 3,21 3,74 4,88 6,26 7,24 8,00 8,73 9,35 9,75 9,98

26 0,05 0,20 0,45 0,78 1,17 1,58 2,08 2,63 2,99 3,40 3,95 5,02 6,39 7,44 8,21 8,89 9,48 9,80 9,96

27 0,05 0,22 0,48 0,78 1,15 1,56 2,03 2,56 2,91 3,29 3,86 4,93 6,33 7,38 8,15 8,91 9,56 9,85 9,98

28 0,04 0,17 0,40 0,74 1,16 1,52 1,88 2,39 2,76 3,04 3,46 4,54 5,99 7,07 7,90 8,75 9,45 9,80 9,98

29 0,03 0,18 0,47 0,80 1,19 1,51 1,79 2,27 2,68 3,01 3,41 4,35 5,68 6,76 7,66 8,62 9,38 9,75 9,96

30 0,01 0,13 0,45 0,82 1,19 1,45 1,69 2,23 2,75 3,13 3,50 4,35 5,61 6,66 7,54 8,47 8,27 9,67 9,91

■ 1st decile, ■ 2nd decile, ■ 3rd decile, ■ 4th decile, ■ 5th decile, ■ 6th decile, ■ 7th decile, ■ 8th decile, ■ 9th decile,  10th decile

Graf 1. Multiple Sclerosis Severity Score vygenerované v souboru 9 892 evropských RS pacientů.

proLékaře.cz | 9.6.2026



Cesk Slov Ne urol N 2012; 75/ 108(3): 314– 319

Asociace polymorfizmů v genu pro matrix metalloproteinázu-2 a tkáňový inhibitor

Cesk Slov Ne urol N 2012; 75/ 108(3): 314– 319 317

Výsledky 
Genetická studie
Genotypová distribuce a  alelová frek-
vence polymorfizmů (–168G/T, –735C/T)  
v  genu pro MMP-2 a  polymorfizmu 
+853G/A  v  genu pro TIMP-2 v  celé RS 
skupině a  kontrolní skupině je shrnuta 
v tab. 4.

Genotypová distribuce a alelová frek-
vence polymorfizmu +853G/A v genu pro 
TIMP-2 ve skupině RRRS a kontrolní sku-
pině je shrnuta v tab. 5.

Genotypová distribuce se nelišila v Har-
dyho-Weinbergově rovnováze v žádném 
polymorfizmu v žádné skupině (p > 0,05). 

Nebyla prokázána signifikantní asociace 
vyšetřených polymorfizmů s vnímavostí k RS 
a nebyl prokázán rozdíl mezi pohlavími.

Po rozdělení nemocných na skupiny 
podle průběhu onemocnění na RRRS, 
SPRS a PPRS jsme prokázali v distribuci po-
lymorfizmu TIMP-2 +853G/A signifikantní 
rozdíl genové distribuce (Pg = 0,04) mezi 
skupinou RRRS a kontrolní skupinou. Ho-
mozygoti GG a heterozygoti GA se vysky-
tovali frekventněji u pacientů s RRRS (OR 
1,46; 95% CI: 0,91–2,36). Tento rozdíl 

však nezůstal signifikantní po mnohoná-
sobném srovnání. 

Nebyl prokázán signifikantní rozdíl vy-
šetřených polymorfizmů mezi skupinami 
RRRS, SPRS PPRS.

Korelace genotypů s tíží 
onemocnění a stupněm postižení
Nebyla nalezena signifikantní korelace 
mezi genotypy a  tíží onemocnění vyjá-
dřenou EDSS ani stupněm postižení vy-
jádřenou MSSS podle Roxburgha. EDSS 
skóre v celé RS skupině činilo 3,5 ± 1,8 
(x ± SD), MSSS skóre v celé RS skupině či-
nilo 5,6 ± 2,3 (x ± SD). 

Diskuze
RS je multifaktoriální choroba, vnímavost 
k tomuto onemocnění je podmíněna ge-
netickou predispozicí. Mezi kandidátní 
geny řadíme geny pro MMP-2, -9 a jejich 
inhibitory, neboť hrají důležitou roli v mi-
graci zánětlivých buněk přes HEB, což je 
jedním z nejdůležitějších faktorů podmi-
ňujících rozvoj a progresi RS. 

V prezentované asociační studii byl po-
prvé testován vztah genetických polymor-

fizmů (–735C/T, –168G/T) lokalizovaných 
v kandidátním genu pro MMP-2 a TIMP-2 
+853G/A genetického polymorfizmu s ri-
zikem rozvoje RS. Naše předchozí stu-
die prokázala četnější zastoupení homo-
zygotů GG a  heterozygotů GA MMP-2 
–1575G/A genetického polymorfizmu ve 
skupině RS pacientů ve srovnání s kon
trolním souborem [33]. Alela –1575G zvy-
šuje promotorovou aktivitu MMP-2 ovliv-
něním vazby estrogenního receptoru [39].

Alela T MMP-2-735C/T genetického 
polymorfizmu je také funkční, snižuje 
promotorovou aktivitu následkem pře-
rušení Sp1-vazebného místa (CCACC 
box) ve studii in vitro [40]. Buněčný 
transkripční faktor Sp1 se váže na kri-
tické regulační prvky v  různých buněč-
ných a  virových promotorech. Chybějící  
Sp1-vazebná sekvence MMP-2 –735T 
alely může vést ke snížení produkce pro-
teinu MMP-2 u jedinců nesoucích CT nebo 
TT genotyp ve srovnání s jedinci nesoucími  
CC genotyp  [37]. Tato alela je funkčně 
spojena s alelou T –1306C/T genetického 
polymorfizmu, která také silně snižuje 
promotorovou aktivitu přerušením Sp1- 

Tab. 3. Restrikční enzymy, podmínky a délka PCR produktů pro analýzu genů MMP-2 a TIMP-2.

Polymorfizmus Restrikční enzym Podmínky Délka fragmentu (bp)
MMP-2
–735C/T

HinfI G↓ANTC 37 °C for 4 h: PCR product 15 ul, H
2
O 2,5 ul, 

buffer R 2 ul, HinfI 5 U
CC 300/300 
TT 45, 255/45, 255
CT 300/45, 255

MMP-2
–168G/T 

BseD I C↓CNNGG 55 °C for 4h: PCR product 15 ul, H
2
O 2,7 ul, 

buffer Y/Tango 2 ul, BseD I 3 U
GG 26, 194, 205/26, 194, 205
TT 26, 399/26,399 
GT 26, 194, 205/26, 399

TIMP-2
+853G/A

Bsr I ACTGGN↓ 65 oC for 4h: PCR product 15 ul H
2
O, 2,5 ul, 

buffer R 2 ul, Bsr I 2,5 U
GG 221/221
AA 61, 160/61, 160
GA 221/61, 160

Tab. 2. Sekvence primerů, teplota pro připojení primerů.

Polymorfizmus Sekvence primerů (sense/antisense) PCR (teplota – °C, čas)
MMP-2
–735C/T

5´-ATAGGGTAAACCTCCCCACATT-3´
5´- GTAAAATGAGGCTGAGACCTG-3´

95/5´
95/45“-59,2/45“-72/45“ (35×) 72/7´
10/10´

MMP-2
–168G/T

5´-CTGACCATTCCTTCCCGTTC-3´
5´-CGCCTGAGGAAGTCTGGAT-3´

95/5´
95/50“-51/45“-72/50“ (35×) 72/7“
10/10´

TIMP-2
+853G/A

5´-GCCCAGGGTGTTCTGGATGG-3´
5´- CTCCGGCTGATGGCCCCACT- 3´

96/3´
95/40“- 63,5 / 30“-72/40“ (30×) 72/7‘
10/10‘

PCR – polymerázová řetězová reakce
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-vazebného místa in vitro [37] a bylo pro-
kázáno synergní ovlivnění exprese mRNA 
MMP-2 [41]. Byla zjištěna asociace haplo-
typu CC se zvýšeným rizikem karcinomu 
jícnu [40] a plicního karcinomu [41,42]. 
U revmatoidní artritidy byla zjištěna zvý-
šená frekvence alely T u  nemocných 
mužů [43] ve srovnání se zdravými kon-
trolami. V  našem souboru nebyl nale-
zen signifikantní rozdíl mezi RS pacienty 
a  kontrolní skupinou u  tohoto genetic-
kého polymorfizmu.

Asociační studie zabývající se vztahem 
genetických polymorfizmů lokalizovaných 
v  genu pro TIMP-2 s RS  nebyly dosud 
provedeny. Studovali jsme TIMP-2 +853 
G/A polymorfizmus, který je lokalizován 
na chromozomu X17q23–q25 a nachází 
se na 3. exonu. V našem souboru nebyl 
nalezen signifikantní rozdíl mezi RS pa-
cienty a  kontrolní skupinou. Po rozdě-
lení souboru na skupiny podle průběhu 
onemocnění bylo prokázáno četnější za-
stoupení homozygotů GG a heterozygotů 
GA ve skupině RRRS pacientů ve srov-

nání s kontrolním souborem. Byla zjištěna 
také zvýšená frekvence alely G u pacientů 
s těžkou chronickou obstrukční chorobou 
bronchopulmonální [44] a u nemocných 
s aneuryzmaty břišní aorty [45] ve srov-
nání s kontrolami. Ačkoli substitucí +853 
G/A nukleotidu nedochází ke změně ami-
nové kyseliny, je pravděpodobné snížení 
aktivity TIMP-2. Další možností je sekun-
dární ovlivnění struktury mRNA, což vede 
k  inhibici míry translace a/nebo snížení 
stability mRNA [44]. Tento enzym inhibuje 
specificky MMP-2, která se významně po-
dílí na porušení HEB, remodelaci extrace-
lulární matrix, poškození neuronů, axonů 
a reparaci tkání [46]. Při nedostatečné in-
hibici dochází ke zvýšené aktivitě MMP-2,  
což může vést k progresi onemocnění. 

Naše nálezy neprokazují asociační vztah 
vyšetřených polymorfizmů v  genu pro 
MMP-2 a TIMP-2 s vnímavostí k RS. Nena-
lezli jsme ani asociaci genotypů s tíží one-
mocnění nebo stupněm postižení vyjád-
řené EDSS a MSSS skóre. Jedná se však 
o první asociační studii uvedených SNPs 

v genech pro MMP-2 a TIMP-2 s RS. Vzhle-
dem k významu MMP-2 a TIMP-2 v pato-
fyziologii RS je potřeba provést další ne-
závislé studie ve větším souboru pacientů 
a ověřit získané výsledky. 

RS je multifaktoriální onemocnění, vní-
mavost k rozvoji a progresi choroby je ge-
neticky determinována. Na spuštění au-
toimunitního procesu se pravděpodobně 
podílí velké množství malých genů, které 
podmiňují vysokou interindividuální va-
riabilitu choroby [47–49]. Zjištění rizi-
kových genetických polymorfizmů v  re-
gulačních oblastech kandidátních genů, 
které modifikují expresi metaloproteináz 
a  jejich tkáňových inhibitorů, může po-
skytnout důležité informace o  patoge-
nezi onemocnění a nalézt jednotlivce se 
zvýšeným rizikem. Mimoto, zjištění rizi-
kových alel pro dané onemocnění může 
napomoci ve vývoji specifické terapie 
a přispět ke zjištění individuální odpovědi 
pacientů na terapii.

MMPs jsou slibný biologický marker, je-
jich význam v patofyziologii RS a využití 

Tab. 4. Srovnání genotypové distribuce a alelové frekvence u skupiny RS a kontrol.

Polymorfizmus Genotyp Genotyp Genotyp Pg Pcorr Alela Alela Pa Pcorr
–168 G/T MMP-2 GG (%) GT (%) TT (%) 0,89 NS G (%) T (%) 0,93 NS
MS (n = 216) 180/216 (83,2) 35/216 (16,2) 1/216 (0,5) 395/432 (91,4) 37/432 (8,6)

kontroly (n = 114) 95/114 (83,3) 18/114 (15,8) 1/114 (0,9) 208/228 (91,2) 20/228 (8,8)

–735 C/T MMP-2 CC (%) CT (%) TT (%) 0,27 NS C (%) T (%) 0,18 NS
MS (n = 239) 176/239 (73,6) 60/239 (25,1) 3/243 (1,3) 412/478 (86,2) 66/478 (13,8)

kontroly (n = 130) 103/130 (79,2) 27/130 (20,8) 0/130 (0) 233/260 (89,6) 27/260 (10,4)

+853 G/A TIMP-2 GG (%) GA (%) AA (%) 0,13 NS G (%) A (%) 0,33 NS
MS (n = 240) 184/240 (76,7) 53/240 (22) 3/244 (1,3) 429/480 (87,7) 59/480 (12,3)

kontroly (n = 135) 95/135 (70,4) 40/135 (29,6) 0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

Pg – pravděpodobnost rozdílu v genotypové distribuci; Pa – pravděpodobnost rozdílu v alelové frekvenci; RS – roztroušená skleróza;  
n – počet; NS – nesignifikantní rozdíl; Pcorr – Bonferroniho korekce

Tab. 5. Srovnání genotypové distribuce a alelové frekvence TIMP-2 +853G/A polymorfizmu skupin RS a kontrol.

Polymorfizmus Genotyp Genotyp Genotyp Pg Pcorr Alela Alela Pa Pcorr
+853 G/A TIMP-2 GG (%) GA (%) AA (%) G (%) A (%)
RRMS (n = 182) 146/182 (80,2) 34/182 (18,7) 2/182 (1,1) 0,04 NS 326/364 (89,6) 38/364 (10,4) 0,11 NS

kontroly (n = 135) 95/135 (70,4) 40/135 (29,6) 0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

SPRS (n = 32) 23/32 (71,9) 8/32 (25) 1/32 (3,1) 0,11 NS 54/64 (84,4) 10/64 (15,6) 0,98 NS

kontroly (n = 135) 95/135 (70,4) 40/135 (29,6) 0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

PPRS (n = 26) 16/26 (61,5) 10/26 (38,5) 0/27 (0) NS NS 42/52 (81,6) 10/52 (19,2) 0,31 NS

kontroly (n = 135) 95/135 (70,4) 40/135 (29,6) 0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

Pg – pravděpodobnost rozdílu v genotypové distribuci; Pa – pravděpodobnost rozdílu v alelové frekvenci; RS – roztroušená skleróza; 
RRRS – relabující-remitentní roztroušená skleróza; PPRS – primárně progresivní roztroušená skleróza; n – počet, NS – nesignifikantní roz-
díl; Pcorr – Bonferroniho korekce
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