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Activities of circulating matrix metalloproteinases in patients
suffering from heart failure in relation to gender, hypertension

and treatment
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Abstract. Background: The extracellular matrix is the subject of extensive study due to its dynamic nature and
its major role in the development of several diseases. Matrix metalloproteinases (MMPs) are proteolytic enzymes
responsible for the degradation and remodeling of the extracellular matrix. It is also suggested they play an
important role in the pathogenesis of heart failure (HF). Our aim was to determine the activities of circulating
MMP-2 and MMP-9 in patients with HF in respect of gender, occurrence of hypertension and treatment.
Methods: MMP-2 and MMP-9 activities were determined using gelatin zymography in plasma collected from
51 participants.

Results: We did not discover any overall differences in circulating MMP-2 and MMP-9 activities between the
patients with HF and those without it. However, there was a decrease in activity of MMP-2 in treated hyper-
tensive participants versus healthy ones. In contrast, we observed increased MMP-2 activity in hypertensive
participants with coexistent HF versus hypertensive participants without HF. In addition, a decrease in MMP-2
activity was shown in women suffering from HF versus men suffering from HF.

Conclusions: A potential inhibitory effect of antihypertensive treatment on MMP-2 activity was found, but
coexistent HF with hypertension reduces this inhibitory effect. Our data also suggest the role of potential
cardioprotective factors influencing the activity of MMP-2 in women. Since we did not detect any changes
in pro-MMP-9 activities among the groups, pro-MMP-2 seems to be a more sensitive parameter reflecting
gender and hypertension in HF. Fig. 1, Tab. 1, Ref. 16, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Ciel prdce: Extraceluldrna matrix (EM) v srdci je predmetom intenzivneho vyskumu, pretoze zmeny
v EM vyznamne ovplyviuju patogenézu réznych ochoreni, vratane srdcového zlyhdvania (SZ). Matrixové
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metaloproteinazy (MMP) st proteolytické enzymy, ktoré maju dolezitu dlohu pri degradécii a remodelacii EM.
Cielom nasdej prace bolo stanovit aktivitu cirkulujucich MMP-2 a MMP-9 u pacientov so SZ, ako aj u zdravych
kontrol, a to vzhladom na pohlavie, pritomnost hypertenzie a jej liecby.

Metodika: Aktivity MMP-2 a MMP-9 sme stanovovali pomocou Zelatinovej zymografie v krvnej plazme 51
Gcastnikov Studie.

Vysledky: Nezistili sme rozdiely v aktivitdch cirkulujicich MMP-2 a MMP-9 u pacientov so SZ v porovnani
s kontrolami. Zaznamenali sme v3ak rozdiely v aktivite MMP-2 po rozdeleni i¢astnikov studie podla pohlavia
a pritomnosti, respektive nepritomnosti hypertenzie. Aktivita MMP-2 sa znizila u pacientov s hypertenziou
v porovnani so zdravymi kontrolami, ako aj v porovnani s hypertenznymi pacientmi so SZ. V skupine pa-
cientov so SZ boli aktivity MMP-2 vy33ie u muzov v porovnani so Zenami.

Zdver: Na zaklade vysledkov nasej studie konstatujeme, ze antihypertenznd lie¢ba pravdepodobne pésobi
inhibi¢ne na aktivity cirkulujucich MMP-2, pricom pritomnostou SZ u hypertenznych pacientov sa tento
inhibi¢ny vplyv eliminuje. Kardioprotektivne faktory u Zzenského pohlavia mézu zahinat aj inhibiciu aktivity
MMP-2. KedZe sme nezaznamenali Ziadne rozdiely v aktivitdich MMP-9 medzi skupinami, aktivity MMP-2 sa
preukazali ako citlivejsi biomarker odrazajuci najma pohlavie a pritomnost antihypertenznej liecby u pacientov
so SZ. Obr. 1, Tab. 1, Lit. 16, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Matrixové metaloproteinazy (MMP) predstavuji skupinu pro-
teolytickych enzymov, ktoré su zodpovedné za Stiepenie extra-
celuldrnej matrix. Podielaju sa na remodelacii réznych typov
tkaniv pri fyziologickych aj patologickych podmienkach, pricom
je dobre znama ich t¢ast na rozvoji srdcového zlyhavania (SZ)
(1). Véagsina znamych MMP sa uvolfiuje do extraceluldrneho
priestoru v latentnej forme, respektive vo forme proenzymu
(proMMP). Aktivicia tejto latentnej formy je nevyhnutna
pre jej proteolyticka aktivitu, ¢o sa dosahuje enzymatickym
odstiepenim propeptidovej domény. MMP-2 a MMP-9 su dve
vyznamné MMP, ktoré sa zacastiiuji na procese remodelacie
srdca a taktiez na vyvoji SZ (2, 3). Kedze aktivity MMP-2
a MMP-9 by mohli sluzit ako potencidlne biomarkery prognézy
SZ (4), cielom nasej prace bolo stanovit aktivity cirkulujicich
MMP-2 a MMP-9 a ich proenzymov u pacientov s chronickym
SZ vo vztahu k pohlaviu, hypertenzii a jej liecbe.

Subor pacientov a metodika

Do experimentu bolo zaradenych 51 ndhodne vybranych
pacientov z ,Centre of Health (Koufalia, Grécko). Stadiu

Tabulka 1 Charakteristika icastnikov studie
Table 1 Characteristics of participants

Charakteristika

Muzi/zeny 17/34

Vek (Muzi/zeny) 64,6 + 13,5 (67,8 + 11,6/62,9  14,3)
Zdravi G¢astnici $tudie 10

Bez SZ/so SZ 19/32

Muzi so SZ/zeny so SZ 12/20
Normotenzni/hypertenzni 28/23

Hypertenzni so SZ/ hypertenzni bez SZ 15/8

SZ - srdcové zlyhavanie
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schvalila Eticka komisia tohto centra. Pacienti so SZ boli
rozdeleni podla New York Heart Association (NYHA) takto:
trieda I — 9 %, trieda II — 44 %, trieda III - 34 % a trieda
IV - 13 %. Vsetci hypertenzni pacienti mali diagnostikovanu
primarnu hypertenziu. Charakteristika ucastnikov stadie ja
zhrnutéd v tabulke 1.

Vendzna krv sa odoberala rano nala¢no a centrifugovala
pri 2 000 g poc¢as 10 min pri 4 °C. Odobratd plazma sa
transportovala a skladovala pri —80 °C az do uskuto¢nenia
analyz. Aktivity cirkulujicich MMP boli stanovené pomocou
metédy zymografie s pouzitim polyakrylamidového gélu,
ktory obsahoval Zelatinu sluziacu ako substrat pre MMP-2
a MMP-9 (5). Vysledky su vyjadrené v jednotkach optickej
denzity a prezentované ako priemer + smerodajna odchylka.
Na zistenie Statisticky vyznamnych rozdielov sme podla po-
treby pouzili neparovy t-test, respektive jednocestnt ANOVU
s naslednym Tukey HSD post hoc testom.

Vysledky

Vo vsetkych nasich zymogramoch boli detegovatelné
zelatinolytické aktivity 72 kDa formy MMP-2 (pro-MMP-2)
a 92 kDa formy MMP-9 (pro-MMP-9) (obrazok 1A). Po
ich kvantitativnom vyhodnoteni sme nezaznamenali cel-
kové rozdiely v aktivitach cirkulujucich MMP-2 a MMP-9
u pacientov so SZ v porovnani s uéastnikmi $tudie bez SZ:
MMP-2: 74 674 = 9 966 bez SZ verzus 78 599 + 12 338 so
SZ; MMP-9: 125 773 + 21 337 bez SZ verzus 122 445 * 36
296 so SZ (obrazok 1B). Zaznamenali sme v$ak rozdiely
v aktivitich MMP-2 po rozdeleni dcastnikov podla pohla-
via a pritomnosti, respektive nepritomnosti hypertenzie.
Hoci sme nepozorovali rozdiely v aktivitich MMP-2 medzi
muzmi a Zenami bez SZ (72 752 + 6 752 u muZzov verzus
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Obrazok 1A Reprezentativny zymogram s aktivitami MMP-2 a MMP-9. 1B: Kvantitativne vyhodnotenie aktivit MMP-2 a MMP-9 u pacientov
s0 SZ a bez SZ. 1C: Pohlavné rozdiely v aktivitich MMP-2 u pacientov so SZ a bez SZ, *p < 0,05 Zeny so SZ v porovnani s muZmi so SZ.

1D: Kvantitativne vyhodnotenie aktivit MMP-2 u zdravych tcastnikov

studie, hypertenznych pacientov a hypertenznych pacientov so SZ,

*p < 0,05 zdravi v porovnani s hypertenznymi pacientmi a p < 0,05 hypertenzni pacienti v porovnani s hypertenznymi pacientmi so SZ.

Figure 1A Representative zymogram of MMP-2 and MMP-9 activities. 1B: Quantitative analysis of MMP-2 and MMP-9 activities in participants without and with HE. 1C:
Gender differences in MMP-2 activities in participants without and with HE, *p<0.05 women with HF versus men with HE 1D: Quantitative analysis of MMP-2 activities
in healthy participants, hypertensive participants and hypertensive participants with coexistent HE, *p<0.05 healthy versus hypertensives and p<0.05 hypertensives versus

hypertensives and coexistent HE.

75 361 + 11 026 u Zien), u pacientov so SZ boli aktivity
MMP-2 nizdie u zien v porovnani s muzmi: 84 891 + 17
218 u muzov verzus 74 824 + 6 059 u zien (obrazok 1C).
V aktivitich MMP-9 sme rozdiely medzi Zzenami a muzmi
so0 SZ, ako aj bez SZ nepozorovali: bez SZ: 120 866 + 20 948
u muzov verzus 127 660 + 22 019 u Zien; so SZ: 129 423 +
33 324 u muzov verzus 118 037 + 38 263 u zien. Zaujimali
sme sa aj o aktivity MMP-2 a MMP-9 vo vztahu k terapii
statinmi, kde sme vSak nezaznamenali Ziadne rozdiely
v aktivitach oboch sledovanych MMP medzi pacientmi so
SZ bez a s terapiou statinmi: MMP-2: 8 1674 + 14 750 bez
statinov verzus 74 646 + 6 967 so statinmi; MMP-9 124 226
+ 28 634 bez statinov verzus 120 496 + 46 794 so statinmi.
Na zaver sme ucastnikov stddie rozdelili do troch skupin:
zdravi, hypertenzni pacienti a hypertenzni pacienti so SZ.
Porovnanim aktivit MMP-2 sme zistili jej niz$ie hodnoty
u hypertenznych pacientov (67 673 £ 6 320) v porovnani
so zdravymi jedincami (81 164 + 8 272), ako aj v porovnani
s hypertenznymi pacientmi trpiacimi sucasne SZ (77 432
+ 7 880) (obrazok 1D). Rozdiely v aktivitich MMP-9 sme
ani pri tomto rozdeleni nezaznamenali (124 514 + 25 680

u zdravych, 131 310 £ 12 172 u hypertenznych, 116 988 +
41 656 u hypertenznych so SZ).

Diskusia

Hypertenzia sa povaZzuje za Casta pric¢inu SZ a jeho prog-
resie, av§ak vo vztahu hypertenzie a MMP boli publikované
kontroverzné vysledky (6). Nase udaje st v stlade so stadiou,
ktord poukazala na zniZené plazmatické hladiny MMP-2 u hy-
pertenznych pacientov s hypertrofiou lavej komory (7). Navyse,
véetci pacienti s diagndzou esencialnej artériovej hypertenzie
zaradeni do nasej Studie boli lie¢eni pocas najmenej troch rokov
ur¢itym typom antihypertenznej terapie; preto musime brat do
uvahy aj vplyv antihypertenziv na aktivity MMP. V literature sa
uvadza, ze aktivity a/alebo hladiny MMP-2 moézu byt znizené
napriklad po podavani ACE inhibitorov (8), hydrochlértiazidu
(9) a sartanov (10). Navyse, tlakové pretazenie lavej komory
vyustuje do koncentrickej hypertrofie myokardu, ktord sa
spdja s akumulaciou ECM. Prechod hypertrofie do SZ je vsak
charakteristicky nadmernou aktivaiciou MMP (3, 11), ¢o je
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vyssie aktivity MMP-2 u hypertonikov so SZ v porovnani
s hypertonikmi bez SZ.

Voloshenyuk a Gardner (12) poukazali na pozitivny vplyv
estrogénovej terapie na expresiu proteinov extracelularnej
matrix v srdci ovariektomizovanych potkanov pri akitnom
aj chronickom objemovom pretazeni srdca. V sulade s tymto
nélezom je nase zistenie, Ze zeny so SZ mali nizsie aktivity
cirkulujicich MMP-2 v porovnani s muzmi so SZ, ¢o pou-
kazuje na zvyhodnenie Zenského pohlavia v zmysle zniZenej
aktivacie MMP-2 pri SZ.

V nasej praci sme sledovali aj mozny vplyv terapie sta-
tinmi na aktivity cirkulujicich MMP, av8ak rozdiely medzi
pacientmi uzivajucimi statiny v porovnani s pacientmi bez
statinovej terapie sme nezaznamenali. Podobné vysledky sa
pozorovali aj u pacientov s abdominalnou aneuryzmou aorty
(13) a u pacientov s koronarnou chorobou srdca (14). Na
rozdiel od toho v inych §tadiach sa inhibi¢ny vplyv statinov
na aktivity MMP preukazal (15, 16).

Zaver

Nasa $tudia poukdzala na zniZzenu aktivitu MMP-2 u hy-
pertenznych pacientov v porovnani so zdravymi ucastnikmi
$tadie (p = 0,0024), ako aj v porovnani s hypertenznymi pa-
cientmi, ktor{ stcasne trpeli na SZ (p = 0,018). Zistili sme tiez
nizsiu aktivitu MMP-2 u Zien so SZ oproti muzom so SZ (p =
0,023). Nezaznamenali sme vsak celkové rozdiely v aktivitach
MMP-2 a MMP-9 u pacientov so SZ a tcastnikmi stidie bez
SZ. Korela¢ny koeficient medzi funkénym $tadiom SZ podla
NYHA a aktivitami oboch stanovovanych MMP (r = 0,23, p =
0,2 pre MMP-2; r = 0,005, p = 0,98 pre MMP-9) nepoukazal na
Statisticky vyznamnu zavislost. Kedze sme nezaznamenali Ziadne
rozdiely v aktivitich MMP-9 medzi skupinami, aktivity MMP-2
sa preukazali ako citlivej$i biomarker odrazajuci najma pohlavie
a pritomnost antihypertenznej liecby u pacientov so SZ.

Limitaciou nasej $tudie je maly pocet tcastnikov $tudie,
ktory je dalej roztrieSteny na podskupiny a takisto nedo-
stato¢na charakteristika siboru pacientov so SZ, ako aj bez
neho. Napriek tomu, ze nase vysledky poukazuji na rdzne
vztahy medzi aktivitami MMP-2 a hypertenziou, respektive
pohlavim, nedokazuju ich kauzalnu zavislost. Cirkulujuce
MMP taktiez mdzu pochadzat z réznych tkaniv tela, a preto
nemusia odrazat iba zmeny pritomné na srdci.

Na zéver by sme chceli konstatovat, ze napriek limitaciam
$tadie sme poukazali na niektoré nové a zaujimavé skuto¢nosti
stvisiace s aktivitami cirkulujucich MMP vo vztahu k pohla-
viu, statinovej a antihypertenznej terapii u pacientov so SZ.
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