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Souhrn
Matrixové metaloproteinazy (MMP) jsou skupinou endopeptidaz, které jsou zodpovédné za degradaci
mezibunééné hmoty béhem fyziologického a patologického hojeni ran. Jejich zvysena produkce byla zjiSténa pfi
riznych onemocnénich, napf. pfi chronickych bércovych viedech. Predpoklada se, Ze zvyseni jejich hladiny
béhem poranéni, zanétu a uzdravovaciho procesu mtze byt zptisobeno zanétlivymi medidtory (napi. TNF-a, IL-
1), které jsou spojovany s jejich zvySenou expresi. Cilem nasi studie bylo porovnat tii typy terapii (klasicka,

vlhka terapie a Traumacel Biodress) na proces hojeni ran pti 1é¢bé chronickych bércovych ulceraci.
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Abstract

Matrix metalloproteinases (MMP) are the family of endopeptidases that are responsible for the degradation of
the extracellular matrix during the normal wound and pathologic wound repair. Their overexpression has been
implicated in many disease states e.g. chronic leg ulcers. The implication of increased MMP expression during
injury, inflammation, and repair suggests that inflammatory mediators may be associated with their up-
regulation. In our study three types of therapies (classic, damp therapy and Traumacel Biodress/Traumastem

Biodress) on wound healing process of chronic leg ulcers were compared.
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Uvod

Matrixové metaloproteinazy (MMP) jsou skupinou enzymt schopnych §tépit vét§inu komponent
mezibunééné hmoty. Jsou regulovany na arovni transkripce, translace nebo ptitomnosti pfirozenych inhibitora.
MMP se Ucastni tkafiové remodelace, hojeni ran, angiogeneze a nadorového bujeni. Vysoka hladina jejich
exprese nebo aktivace je spojovana s hojenim ran. Stejné jako prozanétlivé cytokiny, tak i vysoka hladina MMP
se nachazi pfi zanétlivych onemocnénich jakymi jsou naptiklad chronické rany. Rtzné typy bunék (neutrofilni
granulocyty, makrofagy, endotelidlni bunky, keratinocyty nebo fibroblasty) mohou produkovat MMP béhem
hojeni ran, ale i bezprostfedné po zranéni. Bylo prokazano, ze MMP umoziuji prunik a pohyb téchto bun€k pres
mezibunéénou hmotu (Daniels et al. 2003). Vyznamnymi zastupci MMP rodiny jsou MMP-2 (gelatinaza A) a
MMP-9 (gelatinaza B), ob& obsahuji fibronektinovou doménu pro navazani kolagenu (Yu et al. 1998). Spole¢né
se nazyvaji kolagenazy IV a jsou schopné §tépit kolagen typu I, V, VII a XI a laminin. Diky této schopnosti se
ucastni remodelace bazalni membrany a jejich aktivita reguluje bunéfnou migraci a proliferaci béhem

nadorového bujeni i pii hojeni ran (Birkedal-Hansen et al. 1993).



Produkce MMP je zvySovana piitomnosti pro-zanétlivych cytokint napt. IL-1a, EGF, PDGF a TNF-a.
TNF-a je ddlezitym mediatorem, ktery se UcCastni zanétlivé faze hojeni ran a je spojovan se zanétlivymi
onemocnénimi jako, jsou napf. chronické rany. Zatimco syntéza tohoto cytokinu je nezbytna pro hojeni ran,
nadbyteéné mnozstvi zpusobuje vznik $patné se hojicich ran jako jsou bércové viedy a chronickd zanétliva
onemocnéni. Bylo prokazano, Ze TNF-a stimuluje produkci MMP-2 v organovych kulturach lidskych koznich

vzorkd (Han et al. 2000).

Material a metody

Pacienti, trpici chronickymi bércovymi ulceracemi, byli léCeni bioaktivni metodou (Traumacel
Biodress), klasickou a vlhkou terapii (podrobnéjsi informace o zpisobu 1é¢by, poltech pacientii apod. jsou
uvedeny Vv ramci farmakoekonomické studie provadéné firmou Bioster, as. a FN Bulovka,
dermatovenerologicka klinika, schvalené ptislusnou etickou komisi). Parametry MMP-2, MMP-9 a TNF-a byly
sledovany u 35 pacientil, z nichz 20 bylo 1é€enych Traumacelem Biodress, 6 pacientii klasickou metodou a 9

pacientt vlhkou terapii.

Traumacel Biodress
Réna byla oSetfena dle standardniho oSetfovatelského postupu a byl aplikovan Traumacel Biodress

(Bioster, a.s., Ceské republika), ktery je slozenim 100% hydogenvépenata siil oxidované celulézy.

Klasick4 metoda hojeni ran

Réana byla oSetiena dle standardniho oSetfovatelského postupu. Byla provedena hygiena rany,

aplikovana 1é¢iva mast a rana byla piikryta sterilni konfetou.

Vlhké kryti v 1é¢bé chronickych ran

Réana byla oSetfena dle standardniho oSetfovatelského postupu. Byla provedena hygiena rany a
pfilozeno vlhké kryti.

Odbér a priprava vzorki
Vzorky gazy byly odebrany kazdych 14 dnt pii pfevazu a zamrazeny na -80°C do RIPA pufru
S proteazovymi inhibitory. Pfed vlastnim méfenim byly vyextrahovany do RIPA pufru s protedzovymi inhibitory

a poté byl vzorek nafedén dle protokolu pro stanoveni jednotlivych parametru.

Stanoveni MMP a TNF-a

Stanoveni MMP-2, MMP-9 a TNF-a v supernatantu bylo provedeno metodou sendvicové ELISA dle
protokolu pro celkové MMP-2 (pro-, aktivni- a TIMP vazané MMP-2), celkové MMP-9 (pro-, aktivni a TIMP
vazané MMP-9) a TNF-a v supernatantu (R&D, Biomedica, Ceska republika). Stanoveni celkové MMP-2,



celkové MMP-9 a celkového TNF-a je kvantitativni imunoanalyza méfici tyto parametry v supernatantu, kde
monoklonalni specificka protilatka je navazana na mikrotitraéni desti¢ce. Standard, kontrola a vzorky jsou
pipetovany do pfislusnych jamek a celkové MMP-2, MMP-9 a TNF-a jsou navdzdny na imobilizovanou
protilatku. Po vymyti nenavazanych latek je pfidana enzymaticky znacend polyklonalni protilatka specificka pro
celkové MMP-2, MMP-9 a TNF-a do kazdé jamky. Nasleduje promyti pro odstranéni nenavazané protilatky a
poté pridani substratového roztoku. Barevna zména odpovidd mnozstvi celkové MMP-2, celkové MMP-9 a
celkového TNF-a ve vzorku. Po zastaveni reakce je intenzita barevného zbarveni méfena pii 450 nm s referenéni

vinovou délkou 570 nm, za pouziti readeru.

Statistické zpracovani vysledku

Statistické zpracovani dat bylo provedeno metodou ANOVA (hladina vyznamnosti p = 0,05).

Vysledky

Hladina prozanétlivého cytokinu TNF-a se signifikantné snizila po 1 mésici 1é¢by pro pacienty 1é¢ené
pomoci Traumacelu Biodress (p = 0,031). U ostatnich dvou skupin pacient hladina TNF-o, zlstala nezménéna
(graf 1).
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Graf 1: Mnozstvi TNF-a v gaze (ng/ml) u jednotlivych pacienti v priab&hu 1é¢by.

Zavér

Statisticky vyznamny pokles parametru TNF-a po 1 mésici 1é¢by byl zaznamenan jen ve skupiné 1é¢ené
pomoci Traumacelu Biodress. TNF-a je pro-zanétlivy cytokin, ktery se ucastni prvni faze hojeni ran. Ve vétSim
mnoZstvi je pfitomen i pfi chronickych onemocnénich, kde stimuluje produkci MMP a tim znesnadiiuje uzavieni
rany. Signifikantni snizeni TNF-o znamena snizeni zanétlivé odpovedi a potlaceni produkce MMP a tim spojené
rychlejsi uzavieni rany. Hodnoty MMP-2 a MMP-9 se pro vSechny tii skupiny statisticky vyznamné nelisily.
Nejednoznaénost vysledki mize byt dana velmi malym poctem pacientll, proto bude studie vzhledem

k zajimavym vysledkiim pokracovat na vét§im poctu pacientti a sledovanych markert.



Zkratky

MMP — matrixové metaloproteinazy

EGF — epidermalni ristovy faktor

PDGF - rastovy faktor odvozeny od desticek
TNF-a — tumor nekrotizujici faktor alfa

TIMPs — tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinaz
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